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Sunt dezviluite toxine de legiturd si
conjugati anticorp-medicament care se leaga
de tinte antigenice oncologice umane, cum ar fi
receptorul alfa al folatului si/sau care ofera
activitate ~ medicamentoasd  anti-tubulind.
Toxinele de legiturd si conjugatii anticorp-
medicament cuprind 0 fractiune
medicamentoasd eribulind si pot fi internalizate
in celulele care exprimd antigenul {tintd.

2

Dezvaluirea se referd, de asemenea, la metode
si compozitii pentru utilizare in tratamentul
cancerului prin administrarea conjugatilor
anticorp-medicament prevazuti aici.
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(57) Abstract:

1

Linker toxins and antibody-drug
conjugates that bind to human oncology
antigen targets such as folate receptor alpha
and/or provide anti-tubulin drug activity are
disclosed. The linker toxins and antibody-drug
conjugates comprise an eribulin drug moiety
and can be internalized into target antigen-
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expressing cells. The disclosure further relates
to methods and compositions for use in the
treatment of cancer by administering the
antibody-drug conjugates provided herein.
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta descriere a inventiei se referd la conjugati anticorp medicament (ADC-uri) care
leaga tintele antigenului oncologic uman cum ar fi receptorul alfa al folatului si/sau asigurd
activitate medicamentoasi anti-tubulind. Descrierea inventiei se referd suplimentar la metode si
compozitii utile in tratamentul si diagnosticarea cancerelor care exprima receptorul alfa al folatului
si/sau sunt capabile da a fi influentate de tratament prin perturbarea tubulinei.

STADIUL TEHNICII

Cancerul se numdrd printre principalele cauze de morbiditate si mortalitate la nivel
mondial, cu aproximativ 14 milioane de cazuri noi §i 8,2 milioane de decese cauzate de cancer in
2012. Cele mai frecvente cauze de deces de cancer sunt cancerele de: plaman (1,59 milioane de
decese); ficat (745.000 de decese); stomac (723.000 de decese); colorectal (694.000 de decese);
san (521.000 de decese); si esofag (400.000 de decese). Se preconizeazd ci numdrul de noi cazuri
de cancer va creste cu aproximativ 70% in urmitoarele doud decenii, la aproximativ 22 de
milioane de cazuri noi de cancer pe an (World Cancer Report 2014).

Microtubulii sunt proteine cito-scheletice filamentoase dinamice care sunt implicate intr-o
varietate de functii celulare, inclusiv migratie intracelulard si transport, semnalizare celulard si
mentinerea formei celulare. Microtubulii joacd, de asemenea, un rol critic in diviziunea celulelor
mitotice prin formarea fusului mitotic necesar pentru a separa cromozomii in doud celule fiice.
Functiile biologice ale microtubulilor in toate celulele sunt reglate in mare parte de dinamica lor de
polimerizare, care are loc prin addugarea reversibila, non-covalent, a dimerilor de tubulind o si
la ambele capete ale microtubulilor. Acest comportament dinamic si controlul rezultat asupra
lungimii microtubulilor sunt vitale pentru functionarea corectd a fusului mitotic. Alterarea chiar
minord a dinamicii microtubulilor poate angaja punctul de control al fusului, poate opri progresia
ciclului celular la mitoza, si, ulterior, poate duce la moartea celulard (Mukhtar si colab., (2014)
Mol. Cancer Ther., 13: 275-84). Datoritd diviziunii celulare rapide a acestora, celulele canceroase
sunt in general mai sensibile la compusii care se leagi la tubulind si ii perturbad functia normal3, in
comparatie cu celulele normale. Din acest motiv, inhibitorii tubulinei si alfi agenti tintiti de
microtubuli au devenit o clasd promititoare de medicamente pentru tratamentul cancerului
(Dumontet si Jordan, (2010) Nat. Rev. Drug Discov., 9: 790 - 803).

Receptorul alfa al folatului (FRA) este o proteind de membrand legatd de glico-
fosfatidilinozitol (GPI) care leagi folatul. In timp ce rolul FRA in biologia tesutului normal si
canceros nu este pe deplin inteles, este extrem de supra-exprimat intr-un procent ridicat de cancere
ovariene de origine epiteliald (O'Shannessy si colab., (2013) Int. J. Gynecol. Pathol., 32 (3): 258-
68), precum si intr-un procent de carcinoame pulmonare cu celule non-mici (Christoph si colab.,
(2014) Clin. Lung Cancer, 15 (5): 320-30). FRA are, de asemeneca, o exprimare limitatd in
tesuturile normale. Aceste proprietdti fac din FRA o {inta atractiva pentru imunoterapia cancerului.

Diamantis si colab., (2016) Brit. J. Cancer, 114: 362 - 367, face cunoscutd o trecere in
revista a conjugatilor anticorp-medicament, inclusiv conjugatii antiFRA-anticorp.

EXPUNEREA INVENTIEI
Intr-un prim aspect, prezenta inventie furnizeazd un conjugat anticorp-medicament cu
Formula (I):

Ab-(L-D)p @

in care (i) Ab este un anticorp anti-receptorul alfa al folatului de internalizare sau fragment de
legare la antigen de internalizare al acestuia care cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 2 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 3 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 4 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementarititii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 7 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 8 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.: 9
(LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 13 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 14 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 15 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementarititii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 16 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 17 (LCDR2), si ID. SECV. NR.:
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18 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT; (ii) D este eribulind; (iii) L
este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG)2-Val-Cit-pAB; si (iv) p este un numar
intreg de la 1 pand la 8. Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen poate cuprinde o regiune
variabild a lantului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o
regiune variabild a lanfului usor care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24.
p poate fi un numir intreg de la 3 la 4. Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen poate
cuprinde un domeniu constant al lanfului greu al IgG1 umane si un domeniu constant al lantului
usor kappa al Ig umane.

Intr-un al doilea aspect, prezenta inventie furnizeazd o compozitie care cuprinde mai
multe copii ale conjugatului anticorp-medicament din primul aspect, in care p mediu al
conjugatilor anticorp-medicament in compozitie este de la aproximativ 3,2 pana la aproximativ 3,8
sau de la aproximativ 3,6 pand la aproximativ 4,4.

Intr-un al treilea aspect, prezenta inventie asigurd ci primul aspect sau al doilea aspect pot
fi pentru utilizare In tratamentul unui cancer care exprima receptorul alfa al folatului. Cancerul este
un cancer gastric, un cancer ovarian seros, un cancer ovarian cu celule clare, un cancer pulmonar
cu celule non-mici, un cancer colorectal, un cancer mamar triplu negativ, un cancer endometrial,
un cancer endometrial seros, un carcinoid pulmonar, sau un osteosarcom.

Intr-un al patrulea aspect, prezenta inventie furnizeazi o compozitie farmaceuticd ce
cuprinde conjugatul anticorp-medicament din primul aspect sau compozifia din cel de-al doilea
aspect, si un transportor acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Intr-un al cincilea aspect, prezenta inventie furnizeazi o metodd pentru producerea
conjugatului anticorp-medicament din primul aspect sau compozitiei din cel de-al doilea aspect,
care cuprinde punerea in reactie a unui anticorp sau a unui fragment de legare la antigen cu un
linker care poate fi scindat legat la eribulind in conditii care permit conjugare.

Intr-un al saselea aspect, prezenta inventie furnizeazi o metoda pentru a determina daca
un pacient va rdspunde la tratamentul cu conjugatul anticorp-medicament dintre oricare dintre cele
din primul aspect sau compozitia din cel de-al doilea aspect, cuprinzand furnizarea unei probe
biologice de la pacient si punerea in contact a probei biologice cu conjugatul anticorp-medicament
conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 4 sau compozitia conform revendicdrii 5. Proba
biologicd poate fi o biopsie tumorald de la un gastric cancer, un cancer ovarian seros, un cancer
ovarian cu celule clare, un cancer pulmonar cu celule non-mici, un cancer colorectal, un cancer
mamar triplu negativ, un cancer endometrial, un cancer endometrial seros, un carcinoid pulmonar,
sau un osteosarcom.

Intr-un al saptelea aspect, prezenta inventie furnizeazd o compozitie care cuprinde mai
multe copii ale unui conjugat anticorp-medicament of Formula (I):

Ab-(L-D)p @

in care (i) Ab este un anticorp anti-receptorul alfa al folatului de internalizare sau fragment de
legare la antigen de internalizare al acestuia care cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 2 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 3 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 4 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementarititii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 7 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 8§ (LCDR2), si ID. SECV. NR.: 9
(LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 13 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 14 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 15 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementarititii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 16 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 17 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.:
18 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT; (ii) D este eribulind; (iii) L
este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG)2-Val-Cit-pAB; si (iv) p este numarul
mediu de portiuni indivizibile -L-D per Ab, unde p mediu al conjugatilor anticorp-medicament in
compozitie este de la aproximativ 3,6 pAnd la aproximativ 4,4. Anticorpul sau fragmentul de legare
la antigen poate cuprinde o regiune variabild a lanfului greu care cuprinde o secventd de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a lantului usor care cuprinde o
secven{d de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24.

Prezenta descriere a inventiei descrie, in parte, compusi noi cu activitate biologica
impotriva celulelor tumorale. Compusii pot inhiba cresterea tumorii la mamifere, si pot fi utili
pentru tratarea pacienfilor umani cu cancer.

Prezenta descriere a inventiei se referd in mod mai specific la compusi conjugati anticorp-
medicament care sunt capabili sd lege, s internalizeze, si si omoare celulele tumorale (de
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exemplu, celulele tumorale care exprimi FRA). Sunt ficuti cunoscuti compusi conjugati anticorp-
medicament care cuprind un linker care ataseazd o portiune indivizibild de medicament la o
portiune indivizibild de anticorp. Compusii conjugati anticorp-medicament (ADC) pot fi
reprezentati prin Formula I:

Ab-(L-D)p @

in care Ab este un anticorp de internalizare sau un fragment de legare la antigen de internalizare al
acestuia care finteste o celuld tumorald;

D este eribulini;

L este un linker care poate fi scindat care ataseaza covalent Ab la D; si

p este un numdr intreg de la 1 pani la 20.

Asa cum se descrie 1n acest document, linkerul este stabil in afara unei celule, astfel incat
ADC ramane intact atunci cind este prezent in conditii extracelulare, dar este capabil de a fi
scindat la internalizarea intr-o celuld, de exemplu, o celuld canceroasd. Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibild de medicament de eribulind este scindatdi din porfiunea
indivizibild de anticorp atunci cAnd ADC-ul intrd intr-o celuld care exprimi un antigen specific
pentru portiunea indivizibild de anticorp a ADC-ului, iar scindarea elibereazid o forma
nemodificatd de eribulind. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde o porfiune
indivizibild care poate fi scindatd care este pozitionatad astfel incit nicio parte a linkerului sau a
portiunii indivizibile de anticorp nu rdmane legatd la portiunea indivizibild de medicament de
eribulind la scindare.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild care poate fi scindatd in
linker este o portiune indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd. Asa cum se descrie in acest
document, un ADC care cuprinde o portiune indivizibild peptidici ce poate fi scindati
demonstreaza niveluri de agregare mai mici, raport anticorp:medicament imbundtatit, ucidere la
fintd a celulelor canceroase crescutd, ucidere scizutd departe de {intd a celulelor non-canceroase,
si/sau o incircare mai mare a medicamentului (p) in raport cu un ADC care cuprinde o portiune
indivizibild care poate fi scindatd alternativd. Asa cum se descrie in acest document, addugarea
unei portiuni indivizibile care poate fi scindat creste citotoxicitatea si/sau potenta in raport cu un
linker non-scindabil. Asa cum se descrie in acest document, potenta si/sau citotoxicitatea crescuta
este intr-un cancer care exprima niveluri moderate ale antigenului tintit de porfiunea indivizibild de
anticorp a ADC-ului (de exemplu, exprimare moderati a FRA). Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd este scindabild de o enzimd, iar
linkerul este un linker care poate fi scindat de enzimd. Asa cum se descrie in acest document,
enzima este catepsina, iar linkerul este un linker care poate fi scindat de catepsini. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul care poate fi scindat de enzimi (de exemplu, linkerul care poate
fi scindat de catepsind) prezinti una sau mai multe dintre proprietatile imbundtafite mentionate mai
sus, in comparatie cu un mecanism de scindare alternativ.

Asa cum se descrie in acest document, portiuneca indivizibild peptidicd ce poate fi
scindata in linker cuprinde o unitate de aminoacizi. Asa cum se descrie in acest document, unitatea
de aminoacizi cuprinde valini-citrulind (Val-Cit). Asa cum se descrie in acest document, un ADC
care cuprinde Val-Cit demonstreaza stabilitate crescutd, ucidere scizutd a celulelor departe de
fintd, ucidere a celulelor la finta crescut, niveluri de agregare mai mici, si/sau o incircare mai
mare a medicamentului in raport cu un ADC care cuprinde o unitate de aminoacizi alternativd sau
o portiune indivizibild care poate fi scindata alternativa.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde cel putin o unitate de distantiere
care uneste porfiunea indivizibila de anticorp la portiunea indivizibild care poate fi scindatd. Asa
cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere in linker poate cuprinde cel putin o
portiune indivizibild de polietilen glicol (PEG). Portiunea indivizibild de PEG poate si cuprinda,
pentru exemplificare, -(PEG),.-, in care m este un numdr intreg de la 1 pand la 10. Asa cum se
descrie in acest document, unitatea de distantiere in linker cuprinde (PEG),. Asa cum se descrie in
acest document, un ADC care cuprinde o unitate de distanfiere mai scurtd (de exemplu, (PEG),)
demonstreaza niveluri de agregare mai mici si/sau o incircare mai mare a medicamentului in
raport cu un ADC care cuprinde o unitate de distantiere mai lungi (de exemplu, (PEG)g) in ciuda
lungimii mai mici a linkerului.

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere in linker se ataseazi la
portiunea indivizibild de anticorp a ADC-ului prin intermediul unei portiuni indivizibile de
maleimidd (Mal). Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde un linker atasat la
portiunea indivizibild de anticorp prin intermediul unei Mal demonstreazd o incircare de
medicament mai mare in raport cu un ADC care cuprinde un linker atasat la portiunea indivizibild
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de anticorp prin intermediul unei portiuni indivizibile alternative. Asa cum se descrie in acest
document, Mal in linker este reactivd cu un reziduu de cisteind in portiunea indivizibild de
anticorp. Asa cum se descrie in acest document, Mal in linker este unitd la portiunea indivizibild
de anticorp prin intermediul unui reziduu de cisteind. Asa cum se descrie in acest document,
unitatea de distantiere Mal cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde Mal-(PEG),,, de exemplu, Mal-(PEG),. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde Mal-(PEG),. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
distantiere Mal ataseazd portiunea indivizibild de anticorp la porfiunea indivizibila care poate fi
scindatd in linker. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild care poate fi
scindata in linker este o porfiune indivizibila peptidica ce poate fi scindatd, de exemplu, o unitate
de aminoacizi. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild care poate fi scindati in
linker este unitd in mod direct la portiunea indivizibild de medicament de eribulind a ADC-ului, iar
portiunea indivizibild care poate fi scindatid este fie conectatd In mod direct la portiunea
indivizibild de anticorp, fie conectatd printr-o unitate de distantiere. Asa cum se descrie in acest
document, o unitate de distantiere ataseazd, de asemenea, porfiunea indivizibild care poate fi
scindata in linker la portiunea indivizibild de medicament de eribulini. Asa cum se descrie in acest
document, unitatea de distantiere care ataseaza porfiunea indivizibild care poate fi scindatd in
linker la portiunea portiune indivizibild de medicament de eribulind este auto-distrugitoare. Asa
cum se descrie in acest document, distantierul auto-distrugdtor este capabil si elibereze eribulind
nemodificatd intr-o celuld {intd. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere auto-
distrugitoare cuprinde un alcool p-aminobenzilic. Asa cum se descrie 1n acest document, unitatea
de distantiere auto-distrugitoare cuprinde p-aminobenziloxicarbonil (pAB). pAB-ul in linker, asa
cum se descrie in acest document, atageazd porfiunea indivizibild care poate fi scindatd la
portiunea indivizibild de medicament de eribulind. Asa cum se descric in acest document,
portiunea indivizibild care poate fi scindatd este o portiune indivizibild peptidicd ce poate fi
scindatd, de exemplu, o unitate de aminoacizi. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde Val-Cit-pAB. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Val-Cit-pAB si o
unitate de distantiere PEG care uneste linkerul la porfiunea indivizibild de anticorp printr-o Mal.

Asa cum se descrie in acest document, p este un numdr intreg de la 1 pand la 6, de 1a 2
pand la 5, sau, preferabil, de 1a 3 1a 4. Asa cum se descrie in acest document, p este 4. Asa cum se
descrie in acest document, este furnizatd o reuniune de ADC-uri, iar p mediu in reuniune este de
aproximativ 4 (de exemplu, 3,5 - 4,5, cum ar fi aproximativ 3,8). Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB si p este 4. Asa cum se descrie in acest document, este
furnizatid o reuniune de ADC-uri, in care fiecare ADC cuprinde un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-
pAB, iar p mediu in reuniune este de aproximativ 4 (de exemplu, 3,5 - 4,5, cum ar fi aproximativ
3,8).

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare (Ab sau portiunea indivizibild de Ab) a ADC-ului este un
anticorp sau fragment de anticorp de internalizare anti-receptorul alfa al folatului (FRA), si poate
lega celule tumorale care exprimd FRA (adicd, ADC-ul tinteste celule care exprimd FRA). Asa
cum se descrie in acest document, ADC-ul care cuprinde o portiune indivizibild de Ab anti-FRA si
o portiune indivizibild peptidica ce poate fi scindati demonstreazi niveluri de agregare mai mici,
raport anticorp:medicament imbunatatit, ucidere la tintd a celulelor canceroase crescutd, ucidere
scdzutd departe de fintd a celulelor non-canceroase, incircare mai mare a medicamentului (p),
citotoxicitate crescutd, si/sau potentd in raport cu un linker non-scindabil sau un mecanism de scin-
dare alternativ. Asa cum se descrie in acest document, potenta si/sau citotoxicitatea crescutd este
intr-un cancer care exprimi niveluri moderate ale antigenului fintit de portiunea indivizibild de
anticorp a ADC-ului (de exemplu, exprimare moderati a FRA). Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd este scindabild de o enzimd, iar
linkerul este un linker care poate fi scindat de enzimd. Asa cum se descrie in acest document,
enzima este catepsina, iar linkerul este un linker care poate fi scindat de catepsind. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul care poate fi scindat de enzimi (de exemplu, linkerul care poate
fi scindat de catepsind) prezinti una sau mai multe dintre proprietatile imbundtafite mentionate mai
sus, in comparatie cu un mecanism de scindare alternativ. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul este un Mal-(PEG),,-Val-Cit-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare se leagd la receptorul alfa al folatului (FRA) si tinteste celule
tumorale care exprimd FRA. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau
fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde trei regiuni de determinare a
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complementaritdtii (CDR-uri) ale lantului greu si trei CDR-uri ale lanfului usor, in care CDR-urile
lantului greu cuprind CDRI1 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 2, CDR2 a lantului
greu constituitd din ID. SECV. NR.: 3, si CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 4;
si cele trei CDR-uri ale lanfului usor cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.:
7, CDR2 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 8, si CDR3 a lantului usor constituitd din
ID. SECV. NR.: 9, asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau in care CDR-urile
lantului greu cuprind CDRI a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 13, CDR2 a lantului
greu constituitd din ID. SECV. NR.: 14, si CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.:
15; si CDR-urile lantului usor cuprind CDRI a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 16,
CDR2 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 17, si CDR3 a lantului usor constituiti din
ID. SECV. NR.: 18, asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT. Asa cum se descrie in
acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare
cuprinde secvente de cadru umane. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de
internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu variabil al
lantului greu avand ID. SECV. NR.: 23 si un domeniu variabil al lanfului usor avand ID. SECV.
NR.: 24. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu constant al lantului greu de IgG1 umana si
un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig. Asa cum se descrie in acest document,
anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare concureazad pentru
legare si/sau se leaga la acelasi epitop ca un anticorp care cuprinde un domeniu variabil al lantului
greu avand ID. SECV. NR.: 23 si un domeniu variabil al lanfului usor avand ID. SECV. NR.: 24.
Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la
antigen de internalizare se leagd la un epitop care cuprinde alaninid-histidini-lizind-acid aspartic
(AHKD) (ID. SECV. NR.: 365) (O'Shannessy si colab., (2011) Oncotarget 2: 1227-43). Asa cum
se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de
internalizare se leaga la un epitop care cuprinde NTSQEAHKDVSYL (ID. SECV. NR.: 366).

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare este un anticorp anti-FRA de internalizare sau fragment de legare
la antigen de internalizare. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau
fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde trei CDR-uri ale lantului greu si trei
CDR-uri ale lantului usor, in care CDR-urile lanfului greu cuprind CDRI1 a lantului greu
constituitd din ID. SECV. NR.: 2, CDR2 a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 3, si
CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 4; si cele trei CDR-uri ale lantului usor
cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 7, CDR2 a lantului usor constituita
din ID. SECV. NR.: 8, si CDR3 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 9, asa cum este
definit de sistemul de numerotare Kabat; sau in care CDR-urile lantului greu cuprind CDRI1 a
lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 13, CDR2 a lanfului greu constituitd din ID. SECV.
NR.: 14, si CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 15; si CDR-urile lantului usor
cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 16, CDR2 a lantului usor constituitd
din ID. SECV. NR.: 17, si CDR3 a lanfului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 18, asa cum este
definit de sistemul de numerotare IMGT; linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si p este 4.
Asa cum se descrie in acest document, este furnizati o reuniune de astfel de ADC-uri si p este de
aproximativ 4 (de exemplu, aproximativ 3,8). Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de
internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu variabil al
lantului greu avand ID. SECV. NR.: 23 si un domeniu variabil al lanfului usor avand ID. SECV.
NR.: 24. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu constant al lantului greu de IgG1 umana si
un domeniu constant al lanfului usor kappa de Ig. Asa cum se descrie in acest document,
anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare concureazi pentru
legare si/sau se leaga la acelasi epitop ca un anticorp care cuprinde un domeniu variabil al lantului
greu avand ID. SECV. NR.: 23 si un domeniu variabil al lanfului usor avand ID. SECV. NR.: 24.
Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la
antigen de internalizare se leagd la un epitop care cuprinde ID. SECV. NR.: 365. Asa cum se
descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de
internalizare se leaga la un epitop care cuprinde ID. SECV. NR.: 366.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare se leagd de receptorul factorului de crestere epidermic uman 2
(her2) si tinteste celule tumorale care exprimd her2. Asa cum se descric in acest document,
anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde trei regiuni
de determinare a complementariti{ii (CDR-uri) ale lanfului greu si trei CDR-uri ale lantului usor,
in care CDR-urile lantului greu cuprind CDR1 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 71,
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CDR2 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 72, si CDR3 a lantului greu constituiti din
ID. SECV. NR.: 73; si cele trei CDR-uri ale lantului usor cuprind CDR1 a lantului usor constituitd
din ID. SECV. NR.: 74, CDR2 a lanfului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 75, si CDR3 a
lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 76, asa cum este definit de sistemul de numerotare
Kabat; sau in care CDR-urile lanfului greu cuprind CDRI1 a lantului greu constituitd din ID.
SECV. NR.: 191, CDR2 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 192, si CDR3 a lantului
greu constituitd din ID. SECV. NR.: 193; si CDR-urile lanfului usor cuprind CDRI1 a lantului usor
constituitd din ID. SECV. NR.: 194, CDR2 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 195, si
CDR3 a lanfului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 196, asa cum este definit de sistemul de
numerotare IMGT. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul sau fragmentul de legare la
antigen de internalizare cuprinde secvente de cadru umane. Asa cum se descrie in acest document,
anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un
domeniu variabil al lanfului greu avand ID. SECV. NR.: 27 si un domeniu variabil al lantului usor
avand ID. SECV. NR.: 28. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau
fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu constant al lantului greu de
IgG1 umana si un domeniu constant al lanfului usor kappa de Ig. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare
concureaza pentru legare si/sau se leagd la acelasi epitop ca un anticorp care cuprinde un domeniu
variabil al lantului greu avind ID. SECV. NR.: 27 si un domeniu variabil al lantului usor avand
ID. SECV. NR.: 28.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare este un anticorp anti-her2 de internalizare sau fragment de legare
la antigen de internalizare. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau
fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde trei CDR-uri ale lantului greu si trei
CDR-uri ale lantului usor, in care CDR-urile lanfului greu cuprind CDRI1 a lantului greu
constituitd din ID. SECV. NR.: 71, CDR2 a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 72, si
CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 73; si cele trei CDR-uri ale lantului usor
cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 74, CDR2 a lantului usor constituitd
din ID. SECV. NR.: 75, si CDR3 a lanfului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 76, asa cum este
definit de sistemul de numerotare Kabat; sau in care CDR-urile lantului greu cuprind CDRI1 a
lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 191, CDR2 a lantului greu constituitd din ID. SECV.
NR.: 192, si CDR3 a lantului greu constituiti din ID. SECV. NR.: 193; si CDR-urile lantului usor
cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 194, CDR2 a lantului usor
constituitd din ID. SECV. NR.: 195, si CDR3 a lantului usor constituiti din ID. SECV. NR.: 196,
asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT; linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-
PAB; si p este 4. Asa cum se descrie in acest document, este furnizatd o reuniune de astfel de
ADC-uri si p este de aproximativ 4 (de exemplu, aproximativ 3,8). Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde
un domeniu variabil al lantului greu avind ID. SECV. NR.: 27 si un domeniu variabil al lantului
usor avand ID. SECV. NR.: 28. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare
sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu constant al lantului greu
de IgG1 umani si un domeniu constant al lanfului usor kappa de Ig. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare
concureaza pentru legare si/sau se leagd la acelasi epitop ca un anticorp care cuprinde un domeniu
variabil al lantului greu avind ID. SECV. NR.: 27 si un domeniu variabil al lantului usor avand
ID. SECV. NR.: 28.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare se leagd de mezotelind (MSLN) si tinteste celule tumorale care
exprimd MSLN. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul
de legare la antigen de internalizare cuprinde trei regiuni de determinare a complementarititii
(CDR-uri) ale lanfului greu si trei CDR-uri ale lanfului usor, in care CDR-urile lantului greu
cuprind CDR1 a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 65, CDR2 a lantului greu constituiti
din ID. SECV. NR.: 66, si CDR3 a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 67; si cele trei
CDR-uri ale lantului usor cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 68, CDR2
a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 69, si CDR3 a lantului usor constituitd din ID.
SECV. NR.: 70, asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau in care CDR-urile
lantului greu cuprind CDR1 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 185, CDR2 a lantului
greu constituitd din ID. SECV. NR.: 186, si CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.:
187; si CDR-urile lanfului usor cuprind CDRI1 a lanfului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 188,
CDR2 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 189, si CDR3 a lantului usor constituita din
ID. SECV. NR.: 190, asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT. Asa cum se descrie in
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acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare
cuprinde un domeniu variabil al lantului greu avand ID. SECV. NR.: 25 si un domeniu variabil al
lantului usor avand ID. SECV. NR.: 26. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de
internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu constant al
lantului greu de IgGl umana si un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig. Asa cum se
descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de
internalizare concureaza pentru legare si/sau se leaga la acelasi epitop ca un anticorp care cuprinde
un domeniu variabil al lantului greu avind ID. SECV. NR.: 25 si un domeniu variabil al lantului
usor avand ID. SECV. NR.: 26.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare este un anticorp anti-MSLN de internalizare sau fragment de
legare la antigen de internalizare. Asa cum se descric in acest document, anticorpul de
internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde trei CDR-uri ale lantului
greu si trei CDR-uri ale lanfului usor, in care CDR-urile lanfului greu cuprind CDRI a lanfului
greu constituitd din ID. SECV. NR.: 65, CDR2 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 66,
st CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 67; si cele trei CDR-uri ale lantului usor
cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 68, CDR2 a lantului usor constituitd
din ID. SECV. NR.: 69, si CDR3 a lantului usor constituiti din ID. SECV. NR.: 70, asa cum este
definit de sistemul de numerotare Kabat; sau in care CDR-urile lantului greu cuprind CDRI1 a
lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 185, CDR2 a lanfului greu constituitd din ID. SECV.
NR.: 186, si CDR3 a lantului greu constituit din ID. SECV. NR.: 187; si CDR-urile lantului usor
cuprind CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 188, CDR2 a lantului usor
constituitd din ID. SECV. NR.: 189, si CDR3 a lantului usor constituiti din ID. SECV. NR.: 190,
asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT; linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-
PAB; si p este 4. Asa cum se descrie in acest document, este furnizatd o reuniune de astfel de
ADC-uri si p este de aproximativ 4 (de exemplu, aproximativ 3,8). Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde
un domeniu variabil al lantului greu avind ID. SECV. NR.: 25 si un domeniu variabil al lantului
usor avand ID. SECV. NR.: 26. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare
sau fragmentul de legare la antigen de internalizare cuprinde un domeniu constant al lantului greu
de IgG1 umani si un domeniu constant al lanfului usor kappa de Ig. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare
concureaza pentru legare si/sau se leagd la acelasi epitop ca un anticorp care cuprinde un domeniu
variabil al lantului greu avand ID. SECV. NR.: 25 si un domeniu variabil al lantului usor avand
ID. SECV. NR.: 26.

De asemenea, in acest document sunt descrise compozitii care cuprind mai multe copii
ale oricdruia dintre ADC-urile descrise, in care incdrcarea medie a medicamentului (p medie) a
ADC-urilor in compozitie este cuprinsd intre aproximativ 3 si 4, sau aproximativ 3,5 pand la
aproximativ 4,5, sau aproximativ 4. Asa cum se descrie in acest document, p medie este cuprinsd
intre aproximativ 3,2 si 3,8. Asa cum se descrie in acest document, p medie este cuprinsd intre
aproximativ 3,6 si 4.4.

De asemenea, in acest document sunt descrise compozitii care cuprind -L-D, in care D
este eribulind; si L este un linker care poate fi scindat care se ataseaza covalent la D. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul care poate fi scindat se ataseaza covalent la amina C-35 pe
eribulind. Asa cum se descrie in acest document, linkerul care poate fi scindat cuprinde Val-Cit.
Asa cum se descrie in acest document, linkerul care poate fi scindat cuprinde o unitate de
distantiere de PEG. Asa cum se descrie in acest document, linkerul care poate fi scindat cuprinde
Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB.

In acest document sunt descrise suplimentar compozitii farmaceutice care cuprind un
ADC si un diluant, transportor si/sau excipient acceptabil din punct de vedere farmaceutic.

Un alt aspect al prezentei descrieri a inventiei include utilizéri terapeutice si de diagnostic
pentru compusii ADC si compozitiile descrise, de exemplu, in tratarea cancerului. Un alt aspect
include metode pentru tratarea unui cancer care exprima un antigen tintit de portiunea indivizibila
de anticorp a ADC-ului, cum ar fi FRA. Asa cum se descric in acest document, sunt descrise
metode pentru uciderea sau inhibarea proliferdrii celulelor tumorale sau a celulelor canceroase prin
administrarea unei cantitdti eficiente din punct de vedere terapeutic si/sau unui regim din oricare
dintre ADC-urile descrise. Un alt aspect include metode pentru detectarea celulelor tumorale sau a
celulelor canceroase care exprimd FRA utilizind ADC-urile ficute cunoscute, si metode de
screening pentru pacientii cu cancer care vor raspunde la tratamentul cu ADC-urile descrise. Asa
cum se descrie in acest document, cancerul este un cancer gastric, un cancer ovarian seros, un
cancer ovarian cu celule clare, un cancer pulmonar cu celule non-mici, un cancer colorectal, un
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cancer mamar triplu negativ, un cancer endometrial, un cancer endometrial seros, un carcinoid
pulmonar, sau un osteosarcom. Sunt ficute cunoscute, de asemenea, metode pentru producerea
ADC-urilor descrise.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1 aratd una dintre metodologiile utilizate pentru prepararca ADC-urilor MORADB-003. In
aceastd abordare, cisteinele neimperecheate sunt generate prin reducere partiald cu echivalenti
molari limitai ai agentului de reducere non-tiol TCEP. Aceastd abordare reduce preferential
legdturile de disulfurd intercatenare care leaga lantul usor si lanful greu (o pereche per imperechere
H-L) si cele doud lanfuri grele in regiunea balama (doud perechi per imperechere H-H in cazul
IgG1 umane), in timp ce lasa legdturile de disulfurd intracatenare intacte.

Figura 2 aratd o metodd de sintetizare de maleimidi-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulini (mal-(PEG),-
VCP-eribulind).

Figura 3 aratd o analizd SDS-PAGE a conditiilor de reducere pentru MORAD-003. Benzile sunt
indicate in dreapta figurii. Banda M corespunde standardului proteic; banda 1 corespunde
MORAD-003 netratat, banda 2 corespunde cu 5,3 mg/ml redus in 70,6 uM TCEP; banda 3
corespunde MORAD-003 5,3 mg/mL redus in 141,2 uM TCEP; banda 4 corespunde MORAb-003
1,5 mg/mL redus in 20 uM TCEP; iar banda 5 corespunde MORADb-003 1,5 mg/mL redus in 40
pM TCEP. Identitatile fiecirei benzi sunt indicate pe gelul din dreapta jos. "H" indici lant greu.
"L" indica lanf usor.

Figura 4 aratd o analizi SDS-PAGE a conditiilor de reducere pentru MORAb-003. Banda 1
corespunde standardului proteic; banda 2 corespunde MORAb-003 netratat; banda 3 corespunde
MORADb-003 tratat la un raport MORADb-003:TCEP de 1:1; banda 4 corespunde MORADb-003
tratat la un raport MORADb-003:TCEP de 1:2; banda 5 corespunde MORAD-003 tratat la un raport
MORADb-003:TCEP de 1:3; si banda 6 corespunde MORAD-003 tratat la un raport MORAb-
003:TCEP de 1:4.

Figura 5 aratd o analizdA SDS-PAGE non-reducitoare a ADC-urilor MORADb-003 selectate,
inclusiv M-MMAE (banda 2), M-DM1 (banda 3), M-0026 (banda 4), M-0260 (banda 5), M-0267
(banda 6), M-0272 (banda 7), M-0285 (banda 8), M-0292 (banda 9), M-027-0381 (banda 10), si
M-0284 (banda 11).

Figura 6A aratd rezultatele unei analize de citotoxicitate a vecindtatilor pentru MORAD-003-
maleimido-PEG2-Val-Cit-pAB-eribulind (M3-VCP-eribulind, sau "MORAb-202"). Figura 6B
aratd rezultatele unei analize de citotoxicitate a vecindtitilor pentru MORAD-003-maleimido-
(CH»)s-Val-Cit-pAB-ER-001150828 (M3-ER-61318). Figura 6C aratd rezultatele unei analize de
citotoxicitate a vecindtdtilor pentru MORAb-003-PEG-pAB-duostatind 3 (M3-027-0285). Infor-
matia ardtatd in legendele figurii respective oferd linia celulard:agent testat (linia celulard/liniile
celulare cultivate, densitatea de insimantare a primei/celei de-a doua linii celulare).

Figurile 7A si 7B aratd distribufia raportului medicament-anticorp (DAR) pentru ADC-urile
MORADb-003-VCP-eribulina (Figura 7A) st MORADb-003-0285 (Figura 7B) in raport cu MORADb-
003 neconjugat. Numerele de deasupra fiecdrui varf indicd DAR-ul speciilor individuale.

Figura 8 aratd rezultatele unei analize de citotoxicitate - concurenta MORAb-003-VCP-eribulina
cu MORAD-003 neconjugat (2 pM) in celule IGROV1 sau SJISA-1.

Figura 9 aratd cinetica greutitii corporale pentru fiecare grup de soareci CD-1 (media grupului si
SEM) tratati cu o singurd doz3 intravenoasd de vehicul (PBS), sau MORAb-202 Ia 10, 20, 40, sau
80 mg/kg.

Figura 10 arata cinetica greutitii corporale pentru fiecare grup de soareci CD-1 (media grupului si
SEM) tratafi intravenos cu PBS, sau cu eribulind la 0,4, 0,8, 1,6 sau 3,2 mg/kg, in conformitate cu
un regim de dozare q4dx3 (doze administrate o datd la fiecare patru zile pentru 3 doze in total).
Figura 11 arati cinetica cresterii tumorii pentru fiecare grup de soareci CB17-SCID implantati cu
celule de hNSCLC NCI-H2110 (media grupului si SEM) si tratati cu o singurd doz4 intravenoasi
de PBS, MORADb-003-VCP-eribulind (MORAD-202) 1a 1, 2,5, sau 5 mg/kg, sau MORAD-003-
0285 la 5 mg/kg.

Figura 12 aratd volumele tumorale ale soarecilor CB17-SCID individuali implantati cu celule de
hNSCLC NCI-H2110, precum si media grupului si SEM, in ziua 17. Grupurile au fost tratate cu o
singurd dozd intravenoasid de PBS, MORAb-003-VCP-eribulind (MORADb-202) 1a 1, 2,5, sau 5
mg/kg, sau MORADb-003-0285 la 5 mg/kg.

Figura 13 arata cinetica greutatii corporale pentru fiecare grup de soareci CB17-SCID implantati
cu NCI-H2110 (media grupului si SEM) trata{i cu o singurd doz3 intravenoasd de PBS, MORAb-
003-VCP-eribulind (MORADb-202) 1a 1, 2,5, sau 5 mg/kg, sau MORADb-003-0285 1a 5 mg/kg.
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Figura 14 arati cinetica cresterii tumorii pentru fiecare grup de soareci CB17-SCID implantati cu
NCI-H2110 (media grupului si SEM) tratati intravenos cu vehicul (PBS), sau cu eribulind la 0,5,
0,2, 0,8, sau 1,6 mg/kg, in conformitate cu un regim de dozare q4dx3.

Figura 15 aratd volumele tumorale ale soarecilor CB17-SCID implantati cu NCI-H2110
individuali, precum si media grupului si SEM, in ziua 24. Grupurile au fost tratate intravenos cu
vehicul (PBS), sau cu eribulind 1a 0,5, 0,2, 0.8, sau 1,6 mg/kg, in conformitate cu un regim de
dozare q4dx3.

Figura 16 arati cinetica schimbarii greutitii corporale pentru fiecare grup de soareci CB17-SCID
implantafi cu NCI-H2110 (media grupului si SEM) tratati intravenos cu vehicul (PBS) sau cu
eribulind 1a 0,5, 0,2, 0,8, sau 1,6 mg/kg, in conformitate cu un regim de dozare q4dx3.

Figura 17 arati arati potenta MORADb-003-VCP-eribulind (MORADb-202) pe celule IGROV1,
OVCAR3, NCI-H2110, A431-A3, si SJSA-1, asa cum este masurata prin testul de citotoxicitate cu
violet de gentiand.

Figura 18 arati cinetica cresterii tumorii pentru fiecare grup de soareci CB17-SCID implantati cu
NCI-H2110 (media grupului si SEM) tratai cu o singurd doza intravenoasd de PBS, sau MORAD-
003-VCP-eribulind (MORAb-202) 1a 1, 2,5, sau 5 mg/kg.

Figurile 19A si 19B aratd cinetica cresterii tumorii (Figura 19A) si cinetica schimbdrii greutatii
corporale (Figura 19B) pentru fiecare grup de soareci purtitori de tumori NSCLC PDx (LXFA-
737) (media grupului si SEM) tratati cu o singurd doza intravenoasa de vehicul (PBS), MORAb-
003 1a 5 mg/kg, sau MORAD-003-VCP-eribulini (MORADb-202) 1a 5 mg/kg.

Figurile 20A si 20B arati rapoartele volumului tumorii individual (Figura 20A) si cinetica
schimbarii greutdtii corporale (Figura 20B) pentru fiecare grup de soareci purtitori de tumori cu
cancer endometrial PDx (Endo-12961) (media grupului si SEM) tratati cu o singurd dozi
intravenoasd de PBS, eribulind la 0,1 sau 3,2 mg/kg, sau MORAb-003-VCP-eribulind (MORADb-
202) la 5 mg/kg. Figurile 20C si 20D aratd cinetica cresterii tumorii (Figura 20C) si cinetica
schimbarii greutitii corporale (Figura 20D) pentru fiecare grup de soareci purtitori de tumori cu
cancer endometrial PDx (Endo-10590) (media grupului si SEM) tratati cu o singurd dozi
intravenoasd de PBS, eribulind la 0,1 sau 3,2 mg/kg, sau MORAb-003-VCP-eribulind (MORADb-
202) 1a 5 mg/kg.

Figura 21A arati colorarea imunohistochimicd (IHC) a tesutului tumoral la soareci purtitori de
tumori TNBC PDx (OD-BRE-0631) cu un anticorp anti-IgG umani. Tesuturile tumorale de la
soarecii tratati cu o singurd dozi intravenoasd de vehicul (dreapta) sau MORAb-003-VCP-
eribulini (MORAD-202) la 5 mg/kg (stanga), au fost colectate si colorate dupd 5 zile de la
tratament. Figura 21B aratd colorarea IHC a tesutului tumoral la soareci purtitori de tumori TNBC
PDx (OD-BRE-0631) cu un anticorp o-actind a muschiului neted (SMA)-FITC. Tesuturile
tumorale de la soarecii netratati au fost colectate cu 2 zile inainte de tratament (stdnga), in timp ce
tesuturile tumorale de la soarecii tratati cu o singurd doza intravenoasi de MORADb-003-VCP-
eribulind (MORADb-202) 1a 5 mg/kg au fost colectate dupa 5 zile de 1a tratament (dreapta). Figura
21C aratd cineticile de crestere a tumorilor pentru fiecare grup de soareci purtitori de tumori
TNBC PDx (OD-BRE-0631) (media grupului si SEM) tratati cu o singurd doza intravenoasi de
vehicul (PBS), sau MORAD-003-VCP-eribulinda (MORAD-202) 1a 5 mg/kg.

Figura 22 aratd diferentierea celulelor stem mezenchimale ale miduvei osoase umane (BM-MSC-
uri) in culturd cu celule MKN-74 dupd tratamentul cu vehicul (PBS sau ctanol), eribulina,
MORADb-003, sau MORAb-003-VCP-eribulind (MORAb-202), asa cum este mdsuratd prin analiza
citometriei in flux. Stro-1¥/CD105*, CD34*/CD31°, si NG2* sunt markeri ai MSC-urilor,
adipocitelor, si pericitelor, respectiv.

Figura 23 arati analiza cursului in timp a tesuturilor tumorale de la soareci CB17-SCID implantati
cu NCI-H2110 tratati cu o singurd doza intravenoasd de vehicul (PBS) sau MORAb-003-VCP-
eribulind (MORAD-202) 1a 5 mg/kg, colorate cu un anticorp a-actind a muschiului neted (SMA)-
FITC. Tesuturile tumorale au fost colectate si colorate in ziua 0, si in zilele 3, 5, 7 si 9 post-
tratament. Axa Y: % = [celule colorate numadrate/celule totale numarate] * 100. Axa X: ziua
(celule totale numadrate).

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Comporzitiile si metodele descrise pot fi intelese cu mai multd usurinti prin referire la
urmatoarea descriere detaliatd luati in legdturd cu figurile insofitoare, care fac parte din aceasta
descriere a inventiei. Trebuie si se inteleagd cd compozitiile si metodele descrise nu sunt limitate
la compozitiile si metodele specifice descrise si/sau prezentate in acest document. Domeniul de
aplicare al inventiei este definit de revendicdri.

De 1a un capdt la altul al acestui text, descrierile se referd la compozitii si metode pentru
utilizarea respectivelor compozitii. Acolo unde descrierea descrie sau revendicd o caracteristicd
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sau o dezviluire asociati cu o compozifie, o astfel de caracteristicd sau dezvaluire este aplicabild
in mod egal metodelor pentru utilizarea respectivei compozitii. La fel, acolo unde descrierea
inventiel descrie sau revendicd o caracteristicd sau o dezvaluire asociatd cu o metodd pentru
utilizarea unei compozitii, o astfel de caracteristicdA sau dezvaluire se aplicd in mod egal
compozitiei.

Atunci cand este exprimat un interval de valori, acesta include divulgari folosind orice
valoare particulard din cadrul intervalului. Mai mult decat atat, referinta la valorile declarate in
intervale include fiecare si toate valorile din cadrul acelui interval. Toate intervalele includ
punctele lor finale si pot fi combinate. Atunci cind valorile sunt exprimate ca aproximdri, prin
utilizarea antecedentului "aproximativ", se va intelege ci valoarea particulard formeazi o altd
dezvaluire. Referirea la o valoare numericd particulard include cel putin acea valoare particulard,
cu exceptia cazului in care contextul dicteazd in mod clar altfel. Utilizarea lui "sau" va insemna
"si/sau", cu exceptia cazului in care contextul specific al utilizirii sale dicteazi altfel. In cazul in
care o referintd si specificatia intrd in conflict, specificatia va avea prioritate.

Trebuie apreciat faptul cd anumite caracteristici ale compozitiilor si metodelor ficute
cunoscute, care sunt, pentru claritate, descrise in acest document in contextul dezviluirilor
separate, pot fi furnizate, de asemenea, in combinatie intr-o singurd dezviluire. Invers, diverse
caracteristici ale compozitiilor si metodelor facute cunoscute, care sunt descrise, pentru exprimare
concisd, in contextul unei singure dezvaluiri, pot fi, de asemenea, descrise separat sau in orice
subcombinatie.

Definitii

Diversi termeni referitori la aspecte ale descrierii sunt folosifi de la un capat la celalalt al
specificatiei si revendicarilor. Unor astfel de termeni urmeaza si le fie atribuitd semnificatia lor
obisnuitd in domeniul de specialitate, cu exceptia cazului in care se indicd in alt fel. Alfi termeni
definiti in mod specific urmeaza s fie interpretati intr-o manierd compatibila cu definitiile descrise
in acest document.

Asa cum se utilizeazd in acest document, formele de singular "o", "un" si formele cu
articol hotdrat includ formele de plural, cu exceptia cazului in care contextul dicteazi in mod clar
in alt fel.

Termenii "aproximativ" sau "in jur de" in contextul valorilor si intervalelor numerice se
referd la valori sau intervale care aproximeazd sau sunt apropiate de valorile sau intervalele
enumerate, astfel incat descrierea inventiei poate functiona asa cum se intentioneaza, cum ar fi a
avea o cantitate doritd de acizi nucleici sau polipeptide intr-un amestec de reactie, asa cum este
evident pentru persoana de specialitate din expunerile continute in acest document. Acest lucru se
datoreaza, cel putin partial, proprietitilor care variaza ale compozitiilor de acid nucleic, varstei,
rasei, sexului, variafiilor anatomice si fiziologice si inexactitudinii sistemelor biologice. Astfel,
acesti termeni cuprind valori dincolo de cele rezultate din eroarea sistematica.

Termenii "conjugat anticorp-medicament”, "conjugat de anticorp”, "conjugat”,
"imunoconjugat”, si "ADC" sunt utilizafi in mod interschimbabil, si se referd la un compus sau
derivat al acestuia care este legat la un anticorp (de exemplu, un anticorp anti-FRA) si este definit
de formula genericd: Ab-(L-D)p (Formula I), in care Ab = o portiune indivizibild de anticorp
(adicd, anticorp sau fragment de legare la antigen), L = o portiune indivizibila linker, D = o
portiune indivizibild de medicament, si p = numdirul de portiuni indivizibile de medicament per
portiune indivizibild de anticorp.

Termenul "anticorp” este utilizat in sensul cel mai larg pentru a se referi la o moleculd de
imunoglobulind care recunoaste si se leagd in mod specific 1la o tintd, cum ar fi o proteind,
polipeptidi, carbohidrat, polinucleotid, lipidd, sau combinatii ale celor de mai inainte prin cel
putin un situs de recunoastere a antigenului in cadrul regiunii variabile a moleculei de
imunoglobulind. Lantul greu al unui anticorp este alcituit dintr-un domeniu variabil al lantului
greu (Vy) si o regiune constantd a lantului greu (Cy). Lantul usor este alcituit dintr-un domeniu
variabil al lanfului usor (VL) si un domeniu constant al lanfului usor (Cr). In sensul acestei
aplicatii, domeniile variabile ale lantului greu si ale lanfului usor mature cuprind, fiecare, trei
regiuni de determinare a complementarititii (CDR1, CDR2 si CDR3) in cadrul a patru regiuni
cadru (FR1, FR2, FR3 si FR4) dispuse de la capdtul N-terminal pand la capatul C-terminal: FR1,
CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 si FR4. Un "anticorp" poate fi de origine naturald sau creat de
om, cum ar fi anticorpii monoclonali produsi prin tehnologia conventionald a hibridomului.
Termenul "anticorp" include anticorpi monoclonali de lungime completi si anticorpi policlonali de
lungime completd, precum si fragmente de anticorpi cum ar fi Fab, Fab', F(ab')2, Fv, si anticorpi
cu lant unic. Un anticorp poate fi oricare dintre cele cinci clase majore de imunoglobuline: IgA,
IgD, IgE, 1gG, si IgM, sau subclasele acestora (de exemplu, izotipurile IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4).
Termenul cuprinde suplimentar anticorpi umani, anticorpi chimerici, anticorpi umanizati si orice
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moleculd de imunoglobulind modificatd care contine un situs de recunoastere a antigenului, atat
timp cat demonstreazi activitatea biologica dorita.

Termenul "anticorp monoclonal”, asa cum este utilizat in acest document, se referd la un
anticorp obtinut dintr-o populatic de anticorpi in mod substantial omogeni, adicd, anticorpii
individuali care cuprind populatia sunt identici, cu exceptia posibilelor mutatii de origine naturald
care pot fi prezente in cantititi minore. Anticorpii monoclonali sunt foarte specifici, fiind
directionati impotriva unui singur epitop antigenic. In contrast, preparatele conventionale de
anticorp (policlonal) includ in mod obisnuit o multitudine de anticorpi directionati impotriva (sau
specifici pentru) epitopi diferiti. Modificatorul "monoclonal" aratd caracterul anticorpului ca fiind
obtinut dintr-o populatie de anticorpi in mod substantial omogena, si nu trebuie si fie interpretat ca
necesitand producerea anticorpului prin orice metoda particulard. Pentru exemplificare, anticorpii
monoclonali care urmeaza si fie utilizati in conformitate cu prezenta descriere a inventiei pot fi
realizati prin metoda hibridom care a fost descrisd mai intdi de citre Kohler si colab., (1975)
Nature, 256: 495, sau pot fi realizati prin metode de ADN recombinant (a se vedea, de exemplu,
brevetul de inventie U.S. numirul 4.816.567). Anticorpii monoclonali pot fi izolati, de asemenea,
din biblioteci de anticorpi fagi utilizand tehnicile descrise in Clackson si colab., (1991) Nature,
352: 624-8, si Marks si colab., (1991) J. Mol. Biol., 222: 581-97, pentru exemplificare.

Anticorpii monoclonali descrisi in acest document includ in mod specific anticorpi
"chimerici" in care o portiune a lantului greu si/sau usor este identici sau omologa cu secventele
corespunzdtoare din anticorpi derivafi dintr-o specie particulard sau care apartin unei clase sau
subclase particulare de anticorpi, in timp ce restul lantului (lanturilor) este identic cu, sau omolog
cu secventele corespunzdtoare in anticorpii derivati de la o altd specie sau care apartin unei alte
clase sau subclase de anticorpi, precum si fragmentele unor astfel de anticorpi, atat timp cét
acestea leagd in mod specific antigenul tintd si/sau prezintd activitatea biologica dorita.

Termenul "anticorp uman”, asa cum este utilizat in acest document, se referd la un
anticorp produs de un om sau un anticorp avand o secventd de aminoacizi a unui anticorp produs
de un om.

Termenul "anticorp chimeric”, asa cum este utilizat in acest document, se referd la
anticorpi in care secventa de aminoacizi a moleculei de imunoglobulind este derivatd de la doud
sau mai multe specii. In unele cazuri, regiunile variabile atat ale lanturilor grele cét si usoare
corespund regiunilor variabile ale anticorpilor derivati de la o specie cu specificitatea, afinitatea si
activitatea dorite, in timp ce regiunile constante sunt omologe cu anticorpii derivati de la o altd
specie (de exemplu, om) pentru a minimiza un rispuns imun in ultima specie.

Asa cum este utilizat in acest document, termenul "anticorp umanizat" se referd la forme
de anticorpi care confin secvente de la anticorpi non-umani (de exemplu, murini), precum si
anticorpi umani. Astfel de anticorpi sunt anticorpi chimerici care contin o secventd minima
derivati din imunoglobulina non-umani. In general, anticorpul umanizat va cuprinde in mod
substantial toate domeniile variabile dintre cel pufin unul si, in mod tipic, doud, in care toate sau in
mod substantial toate buclele hipervariabile corespund cu cele ale unei imunoglobuline non-umane
si toate sau In mod substantial toate regiunile cadru (FR) sunt cele ale unei secvente de
imunoglobulind umand. Anticorpul umanizat va cuprinde, optional, de asemenea, cel putin o
portiune dintr-o regiune constanti a imunoglobulinei (Fc), in mod tipic aceea a unei
imunoglobuline umane. Anticorpul umanizat poate fi modificat in continuare prin substitutia
reziduurilor, in oricare dintre regiunea cadru Fv si/sau in interiorul reziduurilor non-umane
inlocuite pentru a rafina si optimiza specificitatea, afinitatea si/sau activitatea anticorpului.

Termenul "fragment de legare la antigen" sau "portiune de legare la antigen" a unui
anticorp, asa cum este utilizat in acest document, se referd la unul sau mai multe fragmente ale
unui anticorp care pastreazi capacitatea de a se lega in mod specific 1a un antigen (de exemplu,
FRA). Fragmentele de legare la antigen pdstreazd preferabil, de asemenea, capacitatea de a se
internaliza intr-o celuld care exprimad antigenul. In unele descrieri, fragmentele de legare la antigen
pastreazd, de asemenea, activitatea efectoare imund. A fost demonstrat faptul cd fragmente ale
unui anticorp de lungime completd pot indeplini functia de legare la antigen a unui anticorp de
lungime completd. Exemplele de fragmente de legare cuprinse in cadrul termenului "fragment de
legare la antigen” sau "portiune de legare la antigen" a unui anticorp includ (i) un fragment Fab, un
fragment monovalent care este constituit din domeniile Vi, Vi, C1, si Cui; (ii) un fragment F(ab'),,
un fragment bivalent care cuprinde doud fragmente Fab legate printr-o punte disulfurd in regiunca
balama; (iii) un fragment Fd care este constituit din domeniile Vg si Cri; (iv) un fragment Fv care
este constituit din domeniile Vi si Vg ale unui singur brat al unui anticorp; (v) un fragment dAb,
care cuprinde un singur domeniu variabil, de exemplu, un domeniu Vg (a se vedea, de exemplu,
Ward si colab., (1989) Nature, 341: 544-6; si Winter si colab., WO 90/05144); si (vi) o regiune de
determinare a complementariti{ii (CDR) izolatd. Mai mult decit atit, cu toate cd cele doud
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domenii ale fragmentului Fv, Vi si Vg, sunt codificate de gene separate, acestea pot fi unite,
folosind metode recombinante, printr-un linker sintetic care le permite si fie realizate ca un singur
lant proteic in care regiunile Vi si Vi se imperecheazd pentru a forma molecule monovalente
(cunoscute sub numele de Fv cu un singur lant (scFv)). A se vedea, de exemplu, Bird si colab.,
(1988) Science, 242: 423-6; si Huston si colab., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 5879-83.
Se intentioneazi ca astfel de anticorpi cu un singur lant sa fie cuprinsi, de asemenea, in cadrul
termenului "fragment de legare la antigen™ sau "portiune de legare la antigen" a unui anticorp, si
sunt cunoscuti in domeniu ca un tip exemplar de fragment de legare care se poate internaliza in
celule la legare. A se vedea, de exemplu, Zhu si colab., (2010) 9: 2131-41; He si colab., (2010) J.
Nucl. Med., 51: 427-32; si Fitting si colab., (2015) MAbs 7: 390 - 402. Asa cum se descrie in acest
document, moleculele scFv pot fi incorporate intr-o proteind de fuziune. Sunt cuprinse, de
asemenea, alte forme de anticorpi cu lant unic, cum ar fi diacorpii. Diacorpii sunt anticorpi
bivalenti, bispecifici, in care domeniile Vg s1 Vi sunt exprimate pe un singur lant polipeptidic, dar
folosind un linker care este prea scurt pentru a permite imperecherea intre cele doud domenii pe
acelasi lant, fortAnd astfel domeniile si se imperecheze cu domenii complementare ale altui lant si
creand doud situsuri de legare la antigen (a se vedea de exemplu, Holliger si colab., (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-8; si Poljak si colab., (1994) Structure, 2: 1121-3). Fragmentele de
legare la antigen sunt obtinute folosind tehnici conventionale cunoscute celor care au pregitire in
domeniul de specialitate, si fragmentele de legare sunt examinate pentru utilitate (de exemplu, afi-
nitate de legare, internalizare) in acelasi mod ca si anticorpii intacti. Fragmentele de legare la
antigen pot fi preparate prin scindarea proteinei intacte, de exemplu, prin proteazi sau scindare
chimica.

"Internalizare”, asa cum este utilizat in acest document cu referire la un anticorp sau un
fragment de legare la antigen, se referd la un anticorp sau un fragment de legare la antigen care
este capabil de a fi preluat prin membrana bistratului lipidic al celulei la un compartiment intern
(adica "internalizat") la legarea la celuld, preferabil intr-un compartiment de degradare in celula.
Pentru exemplificare, un anticorp anti-FRA de internalizare este unul care poate fi luat in celula
dupi legarea la FRA pe membrana celulei.

Termenul "receptorul alfa al folatului" sau "FRA", asa cum este utilizat in acest
document, se referd la orice formd nativd de FRA uman. Termenul cuprinde FRA de lungime
completd (de exemplu, secventa de referinti NCBI: NP_000793; ID. SECV. NR.: 19), precum si
orice formi de FRA uman care rezultd din procesarea celulard. Termenul cuprinde, de asemenea,
variante de origine naturald ale FRA, incluzind, dar fird a se limita la, variantele de imbinare,
variantele alelice, si izoformele. FRA poate fi izolat de la un om, sau poate fi produs recombinant
sau prin metode sintetice.

Termenul "anticorp anti-FRA" sau "anticorp care se leagd in mod specific la FRA" se
referd la orice formd de anticorp sau fragment al acestuia care se leagd in mod specific la FRA, si
cuprinde anticorpi monoclonali (inclusiv anticorpi monoclonali de lungime completd), anticorpi
policlonali, si fragmente de anticorpi functionali din punct de vedere biologic atit timp cit acestia
se leagd in mod specific la FRA. Preferabil, anticorpul anti-FRA utilizat in ADC-urile ficute
cunoscute in acest document este un anticorp de internalizare sau fragment de anticorp de
internalizare. MORAD-003 este un anticorp anti-FRA uman de internalizare cu titlu de exemplu.
Asa cum sunt utilizati in acest document, termenii "specific", "se leaga in mod specific" si "leagd
in mod specific" se referd la legarea selectivd a anticorpului la epitopul antigenului fintd.
Anticorpii pot fi testati pentru specificitatea legdrii prin compararea legirii la antigenul
corespunzitor cu legarea la antigenul irelevant sau amestecul de antigen intr-un set dat de conditii.
Daci anticorpul se leagd la antigenul corespunzitor cu de cel putin 2, 5, 7 si preferabil 10 ori mai
multd afinitate decét la antigenul irelevant sau amestecul de antigen, atunci acesta este considerat
c este specific. Asa cum se descrie in acest document, un anticorp specific este unul care leagd
doar antigenul FRA, dar nu se leag (sau prezintd o legare minima) la alti antigeni.

Termenul "receptorul factorului de crestere epidermicd uman 2", "her2", sau "her2/neu",
asa cum este utilizat in acest document, se referd la orice forma nativd de her2 uman. Termenul
cuprinde her2 de lungime completd (de exemplu, secventa de referinti NCBI: NP 004439.2; ID.
SECV. NR.: 21), precum si orice formd de her2 uman care rezultd din procesarea celulard.
Termenul cuprinde, de asemenea, variante de origine naturald ale her2, incluzand, dar fard a se
limita la, variantele de imbinare, variantele alelice, si izoformele. Her2 poate fi izolat de 1a om, sau
poate fi produs recombinant sau prin metode sintetice.

Termenul "anticorp anti-her2" sau "anticorp care se leagd in mod specific la her2" se
referd la orice formd de anticorp sau fragment al acestuia care se leagd in mod specific 1a her2, si
cuprinde anticorpi monoclonali (inclusiv anticorpi monoclonali de lungime completd), anticorpi
policlonali, si fragmente de anticorpi functionali din punct de vedere biologic atit timp cit acestia
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se leagd In mod specific 1a her2. Brevetul de inventie U.S. nr. 5.821.337 ofera secvente de legare la
her2 cu titlu de exemplu, inclusiv secvente de anticorp anti-her2 cu titlu de exemplu. Preferabil,
anticorpul anti-her2 utilizat in ADC-urile ficute cunoscute in acest document este un anticorp de
internalizare sau fragment de anticorp de internalizare. Trastuzumab este un anticorp anti-her2
uman de internalizare cu titlu de exemplu.

Termenul "epitop" se referd la porfiunea unui antigen capabild si fie recunoscuta si legata
in mod specific de un anticorp. Atunci cind antigenul este o polipeptida, epitopii pot fi formati din
aminoacizi continui sau aminoacizi necontinui juxtapusi prin plierea tertiard a polipeptidei.
Epitopul legat de un anticorp poate fi identificat folosind orice tehnicd de mapare a epitopului
cunoscutd in domeniul de specialitate, inclusiv cristalografia cu raze X pentru identificarca
epitopului prin vizualizarea directd a complexului antigen-anticorp, precum si monitorizarea
legdrii anticorpului la fragmente ale antigenului sau variatii care au suferit mutatie ale antigenului,
Strategii cu titlu de exemplu utilizate pentru a mapa epitopii de anticorpi includ, dar nu sunt
limitate la, scanare oligo-peptidicd bazatd pe matrice, proteoliza limitat, mutageneza directionata
spre situs, mapare de mutagenezi cu randament ridicat, schimb hidrogen-deuteriu, si spectrometrie
de masa (a se vedea, de exemplu, Gershoni et al. si colab., (2007) 21: 145-56; si Hager-Braun si
Tomer, (2005) Expert Rev. Proteomics, 2: 745-56).

Legarea competitiva si legarea epitopului (epitope binning) pot fi utilizate, de asemenea,
pentru a determina anticorpii care partajeazi epitopi identici sau care se suprapun. Legarca
competitivd poate fi evaluati utilizind o analizd de blocare incrucisati, cum ar fi analiza descrisi
in "Antibodies, A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory, Harlow si Lane (prima
editie, 1988, editia a II-a, 2014). Asa cum se descrie in acest document, legarea competitiva este
identificatd atunci cAnd un anticorp de test sau o proteind de legare reduce legarea unui anticorp de
referintd sau a unei proteine de legare de referintd la un antigen tintd cum ar fi FRA sau her2 (de
exemplu, o proteind de legare care cuprinde CDR-uri si/sau domenii variabile selectate dintre cele
identificate in Tabelele 2, 4 si 6), cu cel putin aproximativ 50% in analiza de blocare incrucisati
(de exemplu, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99%, 99,5%, sau mai mult, sau orice procent intre
ele), si/sau invers. Asa cum se descrie in acest document, legarea competitivd se poate datora
epitopilor partajati sau similari (de exemplu, care se suprapun partial), sau se poate datora
obstacolelor sterice acolo unde anticorpii sau proteinele de legare se leagi 1a epitopii din apropiere.
A se vedea, de exemplu, Tzartos, Methods in Molecular Biology (Morris, ed. (1998) vol. 66, p. 55
- 66). Asa cum se descrie in acest document, legarea competitivd poate fi utilizatd pentru a sorta
grupuri de proteine de legare care partajeazd epitopi similari, de exemplu, cei care concurcazi
pentru legare pot fi "grupati" ("binned") ca un grup de proteine de legare care au epitopi care se
suprapun sau in apropiere, in timp ce cei care nu concureazd sunt plasati intr-un grup separat de
proteine de legare care nu au epitopi care se suprapun sau in apropiere.

Termenul "k,," sau "k," se referd la constanta vitezei de asociere pentru asocierea unui
anticorp la antigen pentru a forma complexul anticorp/antigen. Viteza poate fi determinati
utilizand analize standard, cum ar fi o analiza Biacore sau ELISA.

Termenul "ko" sau "kq" se referd la constanta vitezei de disociere pentru disocierea unui
anticorp din complexul anticorp/antigen. Viteza poate fi determinatd utilizind analize standard,
cum ar fi o analiza Biacore sau ELISA.

Termenul "Kp" se referd la constanta de disociere la echilibru a unei interactiuni anticorp-
antigen particulare. Kp este calculatd prin ku/ky. Viteza poate fi determinatd utilizind analize
standard, cum ar fi o analizi Biacore sau ELISA.

Termenul "p" sau "raport anticorp:medicament” sau "raport medicament-anticorp” sau
"DAR" se referd la numdrul de portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de
anticorp, adicd la incircarea medicamentului, sau la numirul de portiuni indivizibile -L-D per
anticorp sau fragment de legare la antigen (Ab) in ADC-urile cu Formula I. In compozitiile care
cuprind mai multe copii ale ADC-urilor cu Formula I, "p" se referd la numirul mediu de portiuni
indivizibile -L-D per anticorp sau fragment de legare la antigen, mentionat, de asemenea, ca
incarcare medie a medicamentului.

Un "linker" sau "portiune indivizibild linker" este orice portiune indivizibild chimica ce
este capabild sd uneascd in mod covalent un compus, de obicei o portiune indivizibild de
medicament cum ar fi un agent chimioterapeutic, la o altd porfiune indivizibild cum ar fi o portiune
indivizibild de anticorp. Linkerii pot fi sensibili la, sau in mod substantial rezistenti la scindarea
indusa de acid, scindarea indusd de peptidazi, scindarea pe bazi de lumind, scindarea indusi de
esteraza, si/sau scindarea legiturii disulfurd, in conditiile in care compusul sau anticorpul riméne
activ.
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Termenul "agent" este utilizat in acest document pentru a se referi la un compus chimic,
un amestec de compusi chimici, o0 macromoleculd biologicd, sau un extract realizat din materiale
biologice. Termenii "agent terapeutic”, "medicament” sau "portiune indivizibild de medicament”
se referd la un agent care este capabil si moduleze un proces biologic si/sau are activitate
biologica.

Termenul "agent chimioterapeutic” sau "agent anti-cancer" este utilizat in acest document
pentru a se referi la toti compusii chimici care sunt eficien{i in tratarea cancerului indiferent de
mecanismul de actiune. Inhibarea metastazelor sau angiogenezei este in mod frecvent o proprietate
a unui agent chimioterapeutic. Exemplele care nu sunt limitative de agenti chimioterapeutici includ
agenti de alchilare, pentru exemplificare, mustaruri de azot, compusi de etilenimind, si sulfonati de
alchil; antimetaboliti, pentru exemplificare, antagonisti ai acidului folic, purinei sau pirimidinei;
agenti anti-mitotici, pentru exemplificare, agenti anti-tubulind cum ar fi eribulina sau mesilatul de
eribulind (Halaven™) sau derivatii acestora, alcaloizi vinca, si auristatine; antibiotice citotoxice;
compusi care deterioreazd sau interfereazi cu exprimarea sau replicarea ADN-ului, pentru
exemplificare, lianti 1a nivelul cavititii mici a ADN; si antagonisti ai receptorului factorului de
crestere. in plus, agentii chimioterapeutici includ anticorpi, molecule biologice, si molecule mici.
Un agent chimioterapeutic poate fi un agent citotoxic sau citostatic. Termenul "agent citostatic” se
referd 1a un agent care inhibd sau suprima cresterea celulara si/sau multiplicarea celulelor.

Termenul "agent citotoxic" se referd la o substantd care cauzeaza moartea celulelor in
primul rand prin interferenta cu o activitate de exprimare a celulei si/sau cu functionarea unei
celule. Exemplele de agenti citotoxici includ, dar nu se limiteaz3 la, agenti anti-mitotici, cum ar fi
eribuling, auristatine (de exemplu, monometil auristatini E (MMAE), monometil auristatind F
(MMAF)), maitansinoide (de exemplu, maitansine), dolastatine, duostatine, criptoficine, alcaloizi
vinca (de exemplu, vincristind, vinblastind), taxani, taxoli, si colchicine; antracicline (de exemplu,
daunorubicini, doxorubicind, dihidroxiantracindiond); antibiotice citotoxice (de exemplu,
mitomicine, actinomicine, duocarmicine (de exemplu, CC-1065), auromicine, duomicine,
calicheamicine, endomicine, fenomicine); agenti de alchilare (de exemplu, cisplatind); agenti de
intercalare (de exemplu, bromurd de etidiu); inhibitori de topoizomeraza (de exemplu, etopozid,
tenopozid); radioizotopi, cum ar fi A1, T3, 112 Y90 Re!86) Re!®8, Sm'>3, Bi?'? sau 23, P*2 i
izotopi radioactivi ai lutetiului (de exemplu, Lu'”’); si toxine de origine bacteriani, fungic,
vegetald sau animald (de exemplu, ricind (de exemplu, lantul A de ricind), toxina difterica,
exotoxina Pseudomonas A (de exemplu, PE40), endotoxind, mitogelind, combrestatini,
restrictocind, gelonind, alfa-sarcind, abrind (de exemplu, lanf A de abrind), modeccind (de
exemplu, lant A de modeccind), curicind, crotind, inhibitor de Sapaonaria officinalis,
glucocorticoid).

Termenul "eribulind", asa cum este utilizat in acest document, se referd la un analog
sintetic al halicondrinei B, un compus macrociclic care a fost izolat initial din buretele marin
Halichondria okadais. Termenul "portiune indivizibild de medicament de eribulind" se referd la
componenta unui ADC care are structura eribulinei, si este atasatd la linkerul ADC-ului prin
intermediul aminei sale C-35. Eribulina este un inhibitor al dinamicii microtubulilor, despre care
se crede cd se leagd la tubulind si induce oprirea ciclului celular in faza G2/M prin inhibarea
ansamblului fusului mitotic. Termenul "mesilat de eribulind" se referd la sarea de mesilat a
eribulinei, care este comercializati sub denumirea comerciald Halaven™,

Termenul "omolog" se referd la o moleculd care prezintd omologie fatd de o altd
moleculd, prin faptul ci are, pentru exemplificare, secvente de reziduuri chimice care sunt aceleasi
sau similare la pozitiile corespunzatoare.

Termenul "inhiba" sau "inhibare a", asa cum este utilizat in acest document, Inseamna
reducerea cu o cantitate misurabild si poate include, dar nu necesitd prevenire sau inhibare
completa.

Termenul "fintd-negativ' sau "antigen-negativ {intd" se referd la absenta exprimarii
antigenului tintd de cdtre o celuld sau un tesut. Termenul "tinta-pozitiv" sau "antigen-pozitiv {inta"
se referd la prezenta exprimdrii antigenului {intd. Pentru exemplificare, o celuld sau o linie de
celule care nu exprimi un antigen tintd poate fi descrisa ca tintd-negativa, in timp ce o celuld sau o
linie de celule care exprimd un antigen tinta poate fi descrisa ca fiind tintd-pozitiva.

Termenul "ucidere a vecinititilor" sau "efect asupra vecindtdtilor" se referd la uciderea
celulelor {intd-negative in prezenta celulelor tintd-pozitive, unde uciderea celulelor {intd-negative
nu este observatd in absenfa celulelor tintd-pozitive. Contactul celuld-la-celuld, sau cel putin
proximitatea intre celulele tintd-pozitive si tintd-negative, permite uciderea vecindtitilor. Acest tip
de ucidere se distinge de "ucidere departe de tintd," care se referd la uciderea fira discriminare a
celulelor tintd-negative. "Uciderea departe de tintd" poate fi observatd in absenta celulelor tinta-
pozitive.
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Termenul "cancer" se referd la starea fiziologica 1a mamifere in care o populatie de celule
este caracterizatd de crestere celulard nereglementatd. Exemplele de cancer includ, dar nu sunt
limitate la, carcinom, limfom, blastom, sarcom, si leucemie. Exemple mai particulare de astfel de
cancere includ cancerul cu celule scuamoase, cancerul pulmonar cu celule mici, cancerul pulmonar
cu celule non-mici, adenocarcinomul pulmonar, carcinomul scuamos al plamanului, cancerul
peritoneului, cancerul hepatocelular, cancerul gastro-intestinal, cancerul pancreatic, glioblastomul,
cancerul de col uterin, cancerul ovarian, cancerul de ficat, cancerul de vezici urinard, hepatomul,
cancerul de san (de exemplu, cancerul de san triplu negativ), osteosarcomul, melanomul, cancerul
de colon, cancerul colorectal, cancerul endometrial (de exemplu, seros) sau uterin, carcinomul
glandei salivare, cancerul de rinichi, cancerul de ficat, cancerul de prostatd, cancerul vulval,
cancerul tiroidian, carcinomul hepatic, si diferite tipuri de cancer de cap si gat. Cancerul de san
triplu negativ se referd la cancerul de sin care este negativ pentru exprimarea genelor pentru
receptorul de estrogen (ER), receptorul de progesteron (PR), sau Her2/neu.

Termenii "tumord" si "neoplasm" se referd la orice masd de tesut care rezultd din
cresterea sau proliferarea excesivd a celulelor, fie benignd, fie malignd, inclusiv leziuni
precanceroase.

Termenii "celuld canceroasd" si "celuld tumorald" se referd la celule individuale sau la
populatia totald de celule derivate dintr-o tumord, incluzind atat celule non-tumorigene, cat si
celule stem canceroase. Asa cum este utilizat in acest document, termenul "celuld tumorald" va fi
modificat prin termenul "non-tumorigen" atunci cand se referd exclusiv la acele celule tumorale
care sunt lipsite de capacitatea de a se reinnoi si diferentia pentru a distinge acele celule tumorale
de celulele stem canceroase.

Termenii "subiect” si "pacient” sunt folositi in mod interschimbabil in acest document
pentru a se referi la orice animal, cum ar fi orice mamifer, incluzind, dar fird a se¢ limita la,
oameni, primate non-umane, rozdtoare, si altele asemenea. Asa cum se descrie in acest document,
mamiferul este un soarece. Asa cum se descrie in acest document, mamiferul este un om.

Termenul "co-administrare” sau administrare "in combinatic cu" unul sau mai mul{i
agenti terapeutici include administrarea concurenti si consecutiva in orice ordine.

O "compozitie farmaceutici" se referd la un preparat care este intr-o astfel de forma incét
sd permitd administrarea si si furnizeze ulterior activitatea biologica intentionata a ingredientului
activ (ingredientelor active) si/sau sd obfind un efect terapeutic, si care nu contine componente
suplimentare care sunt inacceptabil de toxice pentru un subiect cdruia i s-ar administra formularea.
Compozifia farmaceuticd poate fi sterila.

Un "excipient farmaceutic” cuprinde un material cum ar fi un adjuvant, un transportor,
agenti de ajustare a pH-ului si de tamponare, agenti de ajustare a tonicitatii, agenti de umectare,
conservanti, si alfii asemenea.

"Acceptabil din punct de vedere farmaceutic" inseamni aprobat sau care poate fi aprobat
de o agentie de reglementare a guvernului federal sau a unui guvern de stat, sau listat in
Farmacopeia SUA sau in altd farmacopeie recunoscutd in general, pentru utilizare la animale, si
mai in particular la oameni.

O "cantitate eficientd" dintr-un ADC asa cum este ficutd cunoscutd in acest document
este o cantitate suficientd pentru a indeplini un scop declarat in mod specific, pentru exemplificare
pentru a produce un efect terapeutic dupd administrare, cum ar fi o reducere a ratei de crestere a
tumorii sau a volumului tumorii, o reducere a unui simptom al cancerului, sau cateva alte indicii
ale eficacitdtii tratamentului. O cantitate eficientd poate fi determinati intr-o manierd de rutind in
raport cu scopul declarat. Termenul "cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic" se referd la
o cantitate dintr-un ADC eficienti pentru tratarea unei boli sau tulburiri la un subiect. in cazul
cancerului, o cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic de ADC poate reduce numarul de
celule canceroase, poate reduce dimensiunea tumorii, poate inhiba (de exemplu, incetineste sau
opreste) metastaza tumorii, poate inhiba (de exemplu, incetineste sau opreste) cresterea tumorii,
si/sau poate ameliora unul sau mai multe simptome. O "cantitate eficientd din punct de vedere
profilactic" se referd la o cantitate eficientd, la dozele si pentru perioadele de timp necesare, pentru
a obtine rezultatul profilactic dorit. De obicei, din moment ce o doza profilactica este utilizatd la
subiecti inainte de boald sau intr-o etapa timpurie a bolii, cantitatea eficientd din punct de vedere
profilactic va fi mai mici decat cantitatea eficientd din punct de vedere terapeutic.

Asa cum se utilizeazd in acest document, "a trata" sau "terapeutic” si termenii asociati din
punct de vedere gramatical, se referd la orice imbunatitire a oricirei consecinte a bolii, cum ar fi
supravietuirea prelungitd, morbiditate mai mica, si/sau o micsorare a efectelor secundare care sunt
produsele secundare ale unei modalititi terapeutice alternative. Asa cum este recunoscut cu
usurintd In domeniul de specialitate, eradicarea completd a bolii este o preferintd, chiar daci nu
este o cerintd pentru un act de tratament. "Tratament" sau "tratare", asa cum se utilizeazi 1n acest
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document, se referd la administrarea citre un subiect, de exemplu, un pacient, a unui ADC descris.
Tratamentul poate fi pentru a vindeca, restaura, ameliora, usura, altera, remedia, ameliora, a fi un
paliativ, a imbunatiti sau afecta tulburarea, simptomele tulburarii sau predispozitia citre tulburare,
de exemplu, un cancer.

Asa cum se descrie in acest document, este utilizat un ADC etichetat. "Etichetele”
adecvate includ radionuclizi, enzime, substraturi, cofactori, inhibitori, portiuni indivizibile
fluorescente, portiuni indivizibile chimioluminiscente, particule magnetice, si altele asemenea.

Prin "proteind", asa cum se utilizeazd in acest document, sunt intelesi cel putin doi
aminoacizi atasati in mod covalent. Termenul cuprinde polipeptide, oligopeptide si peptide. Asa
cum se descrie in acest document, cei doi sau mai mulfi aminoacizi atasati in mod covalent sunt
atasafi printr-o legiturd peptidici. Proteina poate fi ficutd din aminoacizi de origine naturala si
legdturi peptidice, pentru exemplificare atunci cind proteina este fabricatd recombinant utilizand
sisteme de exprimare si celule gazdi. Alternativ, proteina poate include aminoacizi sintetici (de
exemplu, homofenilalanind, citrulind, ornitind, si norleucind), sau structuri peptidomimetice, adici
"analogi de peptide sau proteine", cum ar fi peptoizii. Peptoizii sunt o clasd de peptidomimetice cu
titlu de exemplu ale céror lanfuri laterale sunt anexate la atomul de azot al structurii principale a
peptidei, mai degrabd decat la atomii de carbon o (asa cum acestia sunt in aminoacizi), si au legare
la hidrogen diferita si caracteristici conformationale diferite in comparatie cu peptidele (a se vedea,
de exemplu, Simon si colab., (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 9367). Ca atare, peptoizii pot
fi rezistenti la proteolizd sau alte conditii fiziologice sau de depozitare, si pot fi eficienti la
penetrarea membranelor celulare. Astfel de aminoacizi sintetici pot fi incorporati in particular
atunci cand anticorpul este sintetizat in vitro prin metode conventionale bine cunoscute in
domeniul de specialitate. In plus, poate fi utilizatd orice combinatie de reziduuri/structuri
peptidomimetice, sintetice si de origine naturald. "Aminoacid" include, de asemenea, reziduuri de
aminoacizi, cum ar fi prolina si hidroxiprolina. Aminoacidul "grupa R" sau "lanf lateral" poate fi
fie in configuratia (L), fie in configuratia (S). Asa cum se descrie in acest document, aminoacizii
sunt in configuratia (L) sau (S).

O "proteind recombinantd" este o proteind facuti utilizind tehnici recombinante utilizind
orice tehnici si metode cunoscute in domeniul de specialitate, adicd prin exprimarea unui acid
nucleic recombinant. Metodele si tehnicile pentru producerea proteinelor recombinate sunt bine
cunoscute in domeniul de specialitate.

O proteind "izolatd" nu este acompaniati de cel putin o parte din materialul cu care
aceasta este asociatd in mod normal in starea sa naturald, pentru exemplificare constituind cel putin
aproximativ 5% sau cel putin aproximativ 50% din greutatea proteinei totale dintr-o proba data. Se
intelege cd proteina izolatd poate constitui de 1a 5 pana la 99,9% in greutate din continutul total de
proteine, in functie de circumstante. Pentru exemplificare, proteina poate fi ficutd la o concentratie
semnificativ mai mare prin utilizarea unui promotor inductibil sau promotor de exprimare ridicati,
astfel incat proteina este ficutd la niveluri de concentratie crescute. Definitia include producerea
unui anticorp intr-o mare varietate de organisme si/sau celule gazdi care sunt cunoscute in
domeniul de specialitate.

Pentru secventele de aminoacizi, identitatea si/sau similaritatea secventei pot fi
determinate folosind tehnici standard cunoscute in domeniul de specialitate, incluzand, dar fard a
se limita la, algoritmul de identitate locala a secventei al lui Smith si Waterman, (1981) Adv. Appl.
Math., 2: 482, algoritmul de aliniere de identitate a secvenfei al lui Needleman si Wunsch, (1970)
J. Mol. Biol., 48: 443, metoda de ciutare pentru similaritate a lui Pearson si Lipman, (1988) Proc.
Nat. Acad. Sci. USA, 85: 2444, implementirile computerizate ale acestor algoritmi (GAP,
BESTFIT, FASTA, si TFASTA in pachetul software Wisconsin Genetics, Genetics Computer
Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.), programul de secventd Best Fit descris de Devereux si
colab., (1984) Nucl. Acid Res., 12: 387-95, preferabil folosind setdrile implicite, sau prin inspectie.
Preferabil, identitatea procentuald este calculatd prin FastDB pe baza urmitorilor parametri:
penalizare de nepotrivire de 1; penalizare de spatiu de 1; penalizare pentru dimensiunea spatiului
de 0,33; si penalizarea de unire de 30 ("Current Methods in Sequence Comparison and Analysis",
Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Applications, p. 127 - 149
(1988), Alan R. Liss, Inc).

Un exemplu de un algoritm util este PILEUP. PILEUP creeazd o aliniere multipld de
secventd dintr-un grup de secvente conexe utilizand alinieri progresive, in pereche. Poate, de
asemenea, s reprezinte grafic un arbore care arata relatiile de legaturd de grupare utilizate pentru a
crea alinierea. PILEUP foloseste o simplificare a metodei de aliniere progresivd a lui Feng &
Doolittle, (1987) J. Mol. Evol., 35: 351-60; metoda este similard cu cea descrisd de Higgins si
Sharp, (1989) CABIOS, 5: 151-3. Parametrii PILEUP utili includ o greutate implicitd a spatiului
de 3,00, o greutate implicitd a lungimii spatiului de 0,10, si spatii finale ponderate.
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Un alt exemplu de algoritm util este algoritmul BLAST, descris in: Altschul si colab.,
(1990) J. Mol. Biol., 215: 403-10; Altschul si colab., (1997) Nucleic Acids Res., 25: 3389-402; si
Karin si colab., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 5873-87. Un program BLAST deosebit de
util este programul WU-BLAST-2 care a fost obtinut din Altschul si colab., (1996) Methods in
Enzymology, 266: 460-80. WU-BLAST-2 utilizeazd mai multi parametri de cdutare, dintre care
cei mai mulfi sunt setafi la valorile implicite. Parametrii reglabili sunt setati cu urmatoarele valori:
overlap span = 1, overlap fraction = 0,125, word threshold (T) = II. Parametrii HSP S si HSP S2
sunt valori dinamice si sunt stabiliti de programul insusi, in functie de compozitia secventei
particulare si compozifia bazei de date particulare in raport cu care se cautd secventa de interes; cu
toate acestea, valorile pot fi ajustate pentru a creste sensibilitatea.

Un algoritm suplimentar util este BLAST spatiat, asa cum este raportat de Altschul si
colab., (1993) Nucl. Acids Res., 25: 3389-402. BLAST spatiat foloseste scoruri de substitutie
BLOSUM-62; parametrul T de prag setat la 9; metoda cu doud lovituri pentru a declansa extensii
fard spatii, incarcd lungimi de spatiu de k cu un cost de 10+k; Xu setat la 16, si Xg setat la 40
pentru etapa de ciutare in baza de date si la 67 pentru etapa de iesire a algoritmilor. Alinierile
spatiate sunt declansate de un scor care corespunde la aproximativ 22 de bifi.

in general, omologia, similaritatea, sau identitatea aminoacizilor intre proteinele facute
cunoscute in acest document si variantele acestora, inclusiv variante ale FRA, variante ale her2,
variante ale secvenfelor de tubulind, si variante ale domeniilor variabile de anticorpi (inclusiv
CDR-uri variante individuale), sunt de cel putin 80% cu secventele descrise in acest document, si
mai de obicei cu omologii sau identitati de preferintd crescitoare de cel putin 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, si aproape 100% sau 100%.

Intr-un mod similar, "procent (%) de identitate de secventd de acid nucleic" in raport cu
secventa de acid nucleic a anticorpilor si a altor proteine identificate in acest document este definit
ca procentul de reziduuri de nucleotide dintr-o secventd candidat care sunt identice cu reziduurile
de nucleotide din secventa de codificare a proteinei de legare la antigen. O metoda specificd
utilizeazd modulul BLASTN al WU-BLAST-2 setat la parametrii impliciti, cu overlap span si
overlap fraction setafi la 1 si 0,125, respectiv.

In timp ce situsul sau regiunea pentru introducerea unei variatii a secventei de aminoacizi
este predeterminat, mutatia in sine nu trebuie sa fie predeterminatd. Pentru exemplificare, pentru a
optimiza performanta unei mutafii la un situs dat, poate fi efectuatd mutageneza aleatorie la
codonul sau regiunea tintd si variantele CDR ale proteinei de legare la antigen exprimate sunt
evaluate pentru combinatia optimd a activititii dorite. Tehnicile pentru realizarea mutatiilor de
substitutie la situsurile predeterminate din ADN avand o secventd cunoscutd sunt bine cunoscute,
pentru exemplificare, mutageneza cu primer MI3 si mutageneza PCR.

Conjugati anticorp-medicament

Compusii din prezenta descriere a inventiei 1i includ pe cei cu activitate anti-cancer. In
particular, compusii include o portiune indivizibila de anticorp (incluzdnd un fragment de legare la
antigen al acestuia) conjugata (adicd, atasati covalent de citre un linker) la o portiune indivizibild
de medicament, unde portiunea indivizibild de medicament, atunci cand nu este conjugatd la o
portiune indivizibild de anticorp, are un efect citotoxic sau citostatic. Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibili de medicament prezintd citotoxicitate redusd sau nicio
citotoxicitate atunci cand este legatd intr-un conjugat, dar revine la citotoxicitate dupa scindarea de
linker si portiunea indivizibild de anticorp. Asa cum se descrie in acest document, portiunea
indivizibild de medicament prezintd o ucidere redusa sau nicio ucidere a vecindtatilor atunci cand
este legatd intr-un conjugat (de exemplu, utilizand un linker non-scindabil), dar prezinta o ucidere
a vecindtitilor crescutd dupd scindarea dintr-un conjugat (de exemplu, un conjugat avand o
portiune indivizibild scindabild Val-Cit care poate fi scindatd).

Dezvoltarea si productia unui ADC pentru utilizare ca un agent terapeutic uman, de
exemplu, ca un agent oncologic, poate necesita mai mult decat identificarea unui anticorp capabil
sd se lege la o tintd doriti sau la tinte dorite si sd se ataseze la un medicament utilizat de unul
singur la tratarea cancerului. Legarea anticorpului la medicament poate avea efecte semnificative
si imprevizibile asupra activitatii unuia dintre, sau atit a anticorpului cat si medicamentului, efecte
care vor varia in functie de tipul linkerului si/sau medicamentului ales. Asa cum se descrie in acest
document, prin urmare, componentele ADC-ului (i) a pdstra una sau mai multe proprietifi
terapeutice prezentate de anticorp si portiunile indivizibile de medicament in izolare, (ii) a mentine
proprietdtile de legare specifice ale portiunii indivizibile de anticorp; (iii) a optimiza Incircarea
medicamentului si rapoartele medicament-anticorp; (iv) a permite livrarea, de exemplu, livrarea
intracelulard a portiunii indivizibile de medicament prin intermediul atasdrii stabile la porfiunea
indivizibild de anticorp; (v) a pastra stabilitatea ADC ca un conjugat intact pana la transportul sau
livrarea la un situs tintd; (vi) a minimiza agregarea ADC-ului inainte de, sau dupd administrare;
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(vil) a permite efectul terapeutic, de exemplu, efectul citotoxic, al portiunii indivizibile de
medicament dupa scindarea In mediul celular; (viii) a prezenta Eficacitate a tratamentului anti-
cancer in vivo comparabild cu, sau superioard celei a anticorpului si portiunilor indivizibile de
medicament in izolare; (ix) a minimiza uciderea departe de {intd de citre portiunea indivizibild de
medicament; si/sau (x) a prezenta proprietdfi farmacocinetice si farmacodinamice, formulabilitate,
si profiluri toxicologice/imunologice dorite. Este posibil sid fie necesard examinarea fiecdreia
dintre aceste proprietati pentru a identifica un ADC imbunatitit pentru uz terapeutic (Ab si colab.,
(2015) Mol. Cancer Ther., 14: 1605-13).

Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile ficute cunoscute in acest document
prezintd proprietdti neasteptat de favorabile in unele sau fiecare dintre categoriile enumerate mai
sus. De exemplu, asa cum se descrie in acest document, constructele ADC cuprinzand o atasare
Mal la un anticorp, o unitate de distantiere PEG (preferabil o unitate de distantiere PEG scurtd),
si/sau un linker scindabil peptidic (de exemplu, un linker Val-Cit) prezinti o incidrcare a
medicamentului, agregare si/sau profiluri de stabilitate surprinzitor de favorabile, si/sau péstreaza
functia de legare la anticorp, activitatea medicamentului, si/sau ucidereca imbunitititd a
vecinatitilor, in timp ce reduce uciderea departe de finti, in comparatic cu ADC-urile care
utilizeaz4 alte structuri linker care pot fi scindate sau care nu pot fi scindate.

Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde un linker Mal-(PEG),-Val-
Cit-pAB care uneste eribulina la un anticorp (de exemplu, un anticorp anti-FRA cum ar fi
MORADb-003) prezintd proprietiti deosebit de favorabile in categoriile enumerate, in comparatie
cu alti linkeri care pot fi scindati sau care nu pot fi scindati care unesc eribulina la o portiune
indivizibild de anticorp. Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde un linker
Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care uneste eribulina la un anticorp (de exemplu, un anticorp anti-FRA
cum ar fi MORAD-003) prezintd proprietdti de ucidere a vecindtdtilor deosebit de favorabile in
comparatie cu un ADC care nu poate fi scindat. Asa cum se descrie in acest document, un ADC
care cuprinde un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care uneste eribulina 1a un anticorp (de exemplu,
un anticorp anti-FRA cum ar fi MORAD-003) prezintd proprietiti de ucidere a vecinitdtilor
deosebit de favorabile in comparatie cu un ADC care utilizeaza structuri linker care pot fi scindate
alternative.

Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde un linker Mal-(PEG),-Val-
Cit-pAB care uneste eribulina la MORAb-003 prezintd un raport medicament:anticorp mai mare si
mai de dorit (adica un raport de aproximativ 3 - 4) in raport cu un ADC, de exemplu, care cuprinde
un linker atasat la anticorp prin intermediul unei portiuni indivizibile alternative (de exemplu, o
portiune indivizibild succinimidd). Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde
un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care uneste eribulina la MORAb-003 prezintd un raport
medicament:anticorp mai mare si mai de dorit si/sau niveluri de agregare mai mici, in raport cu un
ADC, de exemplu, care cuprinde o unitate de distantiere mai lunga (de exemplu, (PEG)s). Asa cum
se descrie in acest document, un ADC care cuprinde un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care
uneste eribulina la MORAb-003 demonstreazd un raport medicament:anticorp mai mare si mai de
dorit, niveluri de agregare mai mici, ucidere la tintd crescutd, si/sau ucidere departe de finta
scidzutd in raport cu un ADC, de exemplu, care cuprinde o porfiune indivizibild care poate fi
scindata alternativad (adicd o portiune indivizibild care poate fi scindatd non-peptidicd, cum ar fi o
disulfurd sau sulfonamidi care poate fi scindatd). Asa cum se descrie in acest document, un ADC
care cuprinde un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care uneste eribulina la MORAb-003
demonstreaza stabilitate crescutd, ucidere la tintd crescutd, ucidere departe de tintd scdzutd,
niveluri de agregare mai mici, si/sau un raport medicament:anticorp mai mare si mai de dorit in
raport cu un ADC, de exemplu, care cuprinde o unitate de aminoacizi alternativd (de exemplu,
Ala-Ala-Asn) sau o portiune indivizibila care poate fi scindata alternativa (de exemplu, o disulfurd
sau sulfonamidd care poate fi scindati).

Asa cum se descrie in acest document, unele dintre caracteristicile dorite sau toate
caracteristicile dorite descrise mai sus pentru ADC-uri care cuprind un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-
pAB care uneste eribulina cu MORAb-003 pot fi observate cu ADC-uri care cuprind linker Mal-
(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind-toxind conjugatd la un anticorp anti-her2 cum ar fi trastuzumab,
sau un anticorp anti-mezotelind.

Compusii ADC din prezenta descriere a inventiei pot livra selectiv o doza eficientd dintr-
un agent citotoxic sau citostatic citre celulele canceroase sau catre tesutul tumoral. S-a descoperit
cd ADC-urile ficute cunoscute au activitate citotoxicd si/sau citostaticd puternicd impotriva
celulelor care exprima antigenul tintd respectiv (de exemplu, FRA sau her2). Asa cum se descrie in
acest document, activitatea citotoxica si/sau citostatici a ADC-ului este dependentd de nivelul de
exprimare al antigenului {intd intr-o celuld. Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile
facute cunoscute sunt deosebit de eficiente in uciderea celulelor canceroase care exprimd un nivel
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ridicat de antigen tintd, In comparatie cu celulele canceroase care exprimd acelasi antigen la un
nivel scizut. Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile ficute cunoscute sunt deosebit de
eficiente in uciderea celulelor canceroase care exprimd antigenul tintd la un nivel moderat, in
comparatie cu celulele canceroase care exprima acelasi antigen la un nivel scazut. Cancerele care
exprimd FRA ridicat cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt limitate la, cancer ovarian (de
exemplu, cancer ovarian seros, cancer ovarian cu celule clare), carcinoid pulmonar, cancer mamar
triplu negativ, cancer endometrial, si cancer pulmonar cu celule mici (de exemplu,
adenocarcinom). Cancerele care exprimd FRA moderat cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt
limitate la, cancer gastric si cancer colorectal. Cancerele care exprimd FRA scdzut cu titlu de
exemplu includ, dar nu sunt limitate la, melanom si limfom. Cancerele care exprimd her2 ridicat
cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt limitate la, cancer mamar, cancer gastric, cancer esofagian,
cancer ovarian, si cancer endometrial. Cancerele care exprimd her2 moderat cu titlu de exemplu
includ, dar nu sunt limitate la, cancer pulmonar si cancer de vezica urinara.

Asa cum se descric in acest document, scindarea unui ADC elibereaza eribulind din
portiunea indivizibild de anticorp si linker. Asa cum se descrie in acest document, scindarea si
eliberarea eribulinei imbundti{esc citotoxicitatea ADC-ului. Asa cum se descrie In acest document,
un ADC care cuprinde un linker care poate fi scindat este deosebit de eficient in uciderea celulelor
canceroase, inclusiv uciderea vecinatitilor, in comparatie cu tratamentul comparabil cu un ADC
care cuprinde un linker care nu poate fi scindat. Asa cum se descrie in acest document, un ADC
care cuprinde un linker care poate fi scindat (de exemplu, un linker Val-Cit) demonstreaza ucidere
a celulelor la tintd crescutd si/sau ucidere scizutd a celulelor departe de tintd in raport cu un ADC
care cuprinde un linker care nu poate fi scindat (de exemplu, un linker care nu poate fi scindat
(PEG); sau (PEG)s), in particular unde celulele si/sau cancerul tratat cu ADC-ul nu exprimd
niveluri ridicate ale antigenului {inta.

Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile ficute cunoscute demonstreazd, de
asemenea, activitate de ucidere a vecinatitilor, dar citotoxicitate scizutd departe de tinti. Fara a fi
legat de teorie, activitatea de ucidere a vecindtitilor a unui ADC poate fi deosebit de beneficd in
cazul in care penetrarea sa intr-o tumord solidd este limitatd si/sau exprimarea antigenului fintd
intre celulele tumorale este heterogend. Asa cum se descrie in acest document, un ADC care
cuprinde un linker care poate fi scindat este deosebit de eficient in uciderea vecindtifilor si/sau
comparabil cu un ADC care cuprinde un linker care nu poate fi scindat.

In acest document sunt furnizati compusi ADC care cuprind un anticorp sau un fragment
de legare la antigen al acestuia (Ab) care tinteste o celuld tumorald, o portiune indivizibild de
medicament (D), si o portiune indivizibild linker (L) care ataseazi covalent Ab la D. In anumite
aspecte, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen este capabil si se lege 1a un antigen asociat
tumorii (de exemplu, FRA sau her2) cu specificitate ridicatd si afinitate ridicatd. Asa cum se
descrie in acest document, anticorpul sau fragmentul de legare la antigen este internalizat intr-o
celulad tintd la legare, de exemplu, intr-un compartiment de degradare din celuld. ADC-urile
preferate sunt, prin urmare, cele care se internalizeazd dupd legarea la o celuld tintd, suferd
degradare, si elibereazd porfiunea indivizibild de medicament pentru a ucide celulele canceroase.
Portiunea indivizibild de medicament poate fi eliberati din anticorp si/sau portiunea indivizibild
linker a ADC-ului prin actiune enzimatica, hidroliza, oxidare, sau orice alt mecanism.

Un ADC cu titlu de exemplu are Formula I:

Ab-(L-D)p @

in care Ab = portiune indivizibild de anticorp (adica anticorp sau fragment de legare la antigen), L
= portiune indivizibil linker, D = portiune indivizibild de medicament, si p = numarul de portiuni
indivizibile de medicament per portiune indivizibila de anticorp.
Anticorpi

Portiunea indivizibild de anticorp (Ab) cu Formula I include in sfera sa orice anticorp sau
fragment de legare la antigen care se leagd in mod specific la un antigen tintd pe o celuld
canceroasd. Anticorpul sau fragmentul de legare la antigen se poate lega la un antigen tintd cu o
constantd de disociere (Kp) de <1 mM, < 100 nM sau < 10 nM, sau orice cantitate intre ele,
misuratd prin, de exemplu, analiza BIAcore®. Asa cum se descrie in acest document, Kp este de 1
pM péni la 500 pM. Asa cum se descrie in acest document, Kp este cuprinsi intre 500 pM pénd la
1 uM, 1 pM péni la 100 nM, sau 100 mM pand la 10 nM.

Asa cum se descrie in acest document, porfiunea indivizibild de anticorp este un anticorp
cu patru lanturi (mentionat, de asemenea, ca o imunoglobulind), care cuprinde doud lanfuri grele si
doud lanfuri usoare. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild de anticorp este
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un semicorp cu doud lanturi (un lant usor si un lant greu), sau un fragment de legare la antigen al
unei imunoglobuline.

Asa cum se descrie 1n acest document, portiunea indivizibild de anticorp is an anticorp de
internalizare sau fragment de legare la antigen de internalizare al acestuia. Asa cum se descrie in
acest document, anticorpul de internalizare se leagd la un antigen tintd de cancer exprimat pe
suprafata unei celule si intrd in celuld la legare. Asa cum se descrie in acest document, portiunea
indivizibild de medicament a ADC-ului este eliberatd din portiunea indivizibild de anticorp a
ADC-ului dupd ce ADC intr si este prezent intr-o celuld care exprimd antigenul tintd de cancer
(adica dupid ce ADC a fost internalizat).

Secventele de aminoacizi si de acid nucleic ale unor anticorpi cu titlu de exemplu din
prezenta descriere a inventiei sunt stabilite in Tabelele 1-9.

Tabelul 1. Anticorpi

mAb Clasa/izotip Tinta
MORADB-003 umanizat receptorul alfa al folatului uman
MORAb-009 chimeric soarece-uman mezotelind umand
trastuzumab umanizat her2/neu uman
33011-xi chimeric iepure-uman mezotelind umand
33011-zu umanizat mezotelind umand
111B10-xi chimeric iepure-uman mezotelind umand
111B10-zu umanizat mezotelind umand
201C15-xi chimeric iepure-uman mezotelind umand
201C15-zu umanizat mezotelind umand
346C6-xi chimeric iepure-uman mezotelind umand
346C6-zu umanizat mezotelind umand

Abrevieri: xi - chimeric; zu - umanizat.

Tabelul 2. Secventele de aminoacizi ale regiunilor variabile ale mAb

mAb Lant IgG |ID. SECV.NR. [Secventa de aminoacizi

1 MORADB-003 Lan; greu 23 EVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCSASGEFT
FSGYGLSWVROAPGKGLEWVAMI 55GGS
YTYYADSVEGRFATI SRDNAKNTLFLQMD
SLRPEDTGVYFCARHGDDPAWEFAYWGOG
TPVTVS5S5

5 |MORAD-003 Lan{usor |24 DIQLTCSPSSLSASVGDRVIITCSVSSS
TSSNNLHWYQQKPGKAPKPWIYGTSNLA
SGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLOPEDT
ATYYCOOWSSYPYMYTEGOGTKVEIK

3 MORADB-009 Lan; greu 25 OVOLOQUSGPELEKPGASVKISCKASGYS
FITGYTMNWVEQSHGKSLEWIGLITFPYNG
ASSYNQKFRGKATLTVDKSSSTAYMDLL
SLTSEDSAVYFCARGGYDGRGEDYWGSS
TPVTV3S5

4 MORADB-009 Lant usor 26 DIELTQSPAIMSASPGERKYVTMTCSASSS
VSYMHWYQQRSGTSPRRWIYDTSKLASG
VPGRESGSGSGNSYSLTISSVEAEDDAT

YYCOQWSKHPLTFGSGTKVEIK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

trastuzumab

Lant greu

27

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEN
IKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNG
YTRYADSVKGRETI SADTSKNTAYLQMN
SLRAEDTAVYYCSRWGGDGEYAMDYWGQ
GTLVTVSS

trastuzumab

Lant ugor

28

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQD
VNTAVAWYQQKPGRKAPKLLIYSASEFLYS
GVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDEFA
TYYCOOHYTTPPTEGQGTKVEIK

33011-xi

Lant greu

29

QSVEESGGRLVTPGTPLTLTCTVSGISL
SSDAISWVROQAPGKGLEYIGIINGGGNT
YYASWAKGRFTISKTSTTVDLKITSPTT
EDTATYFCARGIQHGGGNSDYYYYGMDL
WGPGTLVIVSS

33011-xi

Lant ugor

30

EVLMTQTPSSVSAAVGDTVTIKCQASQS
ISSVLSWYQQKPGQPPKLLIYLASTLAS
GVPSRESGSRESGTEFTLTISDLECDDAA
TYYCQTNYGTSSSNYGFAFGGGTEVVVE

33011-zu

Lant greu

31

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGIS
LSSDAISWYVRQAPGKGLEYIGIINGGGN
TYYASWAKGRETISRONSKNTLYLQMNS
LRAEDPTAVYYCARGIQHGGGNSDYYYYS
MDLWGQGTLVIVSS

10

33011-zu

Lant ugor

32

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQS
ISSVLSWYQORKPGKAPKLLIYLASTLAS
GVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLQCEDTIA
TYYCQTNYGTSSSNYGFAFGGGTKVEIK

11

111B10-xi

Lant greu

33

QSVEESGGRLVTPGTPLTLTCTVSGESL
NNYAMEWVRQAPGKGLEWIGSISTGGLA
FYANWAKGRFTISRTSTTYDLRMTSLTT
EDTATYFCGRNGGGSYIFYYFDIWGQGT
LVTVSS

12

111B10-xi

Lant ugor

34

AFELTQTPSSVEAAVGGTITIKCQASQS
ISSYLSWYQQKPGQPPKLLIYSASTLAS
GVSSRFKGSGSGTEYTLTISDLECADAA
TYFCOSYYDIGTSTEFGGGTEVVVE

13

111B10-zu

Lant greu

35

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGES
LNNYAMSWVRQAPGKGLEWIGSISTGGL
AFYANWAKGRFTISRDNSKNTLYLQMINS
LRAEDTAVYYCARNGGGSYIFYYFDLWG
QGTLVITVSS

14

111B10-zu

Lant ugor

36

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQS
ISSYLSWYQQKPGKAPKLLIYSASTLAS
GVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQCEDARA
TYYCQSYYDIGTSTEGGGTEVEIK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

15

201C15-xi

Lant greu

37

QSVKESGGRLVTPGTPLTLTCTVSGIDL
SSYAMGWEFROAPGKGLEY IGTINIGGRY
YYASWAKGRFTISRTSTTIVDLKAPSLTA
EDTATYFCARYYNGGSYDIWGFGTLVIV
SL

16

201C15-xi

Lant ugor

38

DVVMTQTPASASERPVGGTVTIKCQASES
IYRVLAWYQORKPGQPPKLLIYDTSTLAS
GAPSRFKGSGYGTEFTLTISCVQCEDAA
TYYCQGGYYADSYGIAFGGETEVVVEK

17

201C15-zu

Lant greu

39

QVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCSASGID
LS SYAMGWVROQAPGKGLEYIGTINIGGR
VYYASWAKGRETISRDNSKNTLYLOMNS

LRAEDTAVYYCARYYNGGSYDIWGQGTL
VIVSS

18

201C15-zu

Lant ugor

40

DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCQASES
IYRVLAWYQQKPGKAPKLLIYDTSTLAS
GVPSRESGSGSGTEFTLTISSLQCDDARA
TYYCQGGYYADSYGIAFGGETKVEIK

19

346C6-xi

Lant greu

41

QRQEVEESGGRLVKPDESLTLTCTASGESL
SSYAMIWVRQAPGEGLEWIGTISTGGIT
YYASWAKGRFTISKTSTTVDLKITSPTT
EDTATYFCARGGYAASSAYYLPYYFDLW
GQGTLVTVSS

20

346C6-xi

Lant ugor

42

AAVILTQTPSPVSAAVGGTVTISCOSSQS
VYNNNNLAWFQOKPGOPPKLLIYLASTL
ASGVPSRFSGSGSGTQFTLTISGVQCDD

AATYYCLGGCDDDADTFAFGGGTEVVVE

21

346C6-zu

Lant greu

43

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGES
LSSYAMIWVRQAPGKGLEWIGTISTGGI
TYYASWAKGRETIS RDNSKNTLYLQMNS
LRAEDTAVYYCARGGYAASSAYYLPYYF

DLWGEQGTLVTVSS

22

346C6-zu

Lant ugor

44

DIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCOSSOS
VYNNNNLAWYQQKPGKVPKLLIYLASTL
ASGVESRFSGSGSGTDFTLTISSLQCED

AATYYCLGGCDDDADTFAFGGGTKVEIK
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Tabelul 3. Secvente de acid nucleic care codifici regiuni variabile ale mAb

mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

1 MORADb-003

Lant greu

45

GAGGTCCAACTGGTGGAGAGCGGTGGAG
GTGTTGTGCAACCTGGCCGGTCCCTGCG
CCTGTCCTGCTCCGCATCTGGCTTCACC
TTCAGCGGCTATGGGTTGTCTTGGGETGA
GACAGGCACCTGGAAAAGGTCTTGAGTS
GGTTGCAATGATTAGTAGTGGTGGTAGT
TATACCTACTATGCAGACAGTGTGAAGG
GTAGATTTGCAATATCGCGAGACAACEC
CAMGAACACATTGTTCCTGCARATGGAL
AGCCTGAGACCCGAAGACACCGGGGTCT
ATTTTTGTGCAAGACATGGGGACGATCC
CGCCTGGTTCGCTTATTGGGGCCARGEE
ACCCCGGTCACCGTCTCCTCA

2 |[MORADb-003

Lant ugor

46

GACATCCAGCTGACCCAGAGCCCARAGCA
GCCTGAGCGCCAGCGTGGGTGACAGAGT
GACCATCACCTGTAGTGTCAGCTCAAGT
ATAAGTTCCAACAACTTGCACTGGTACC
AGCAGAAGCCAGGTAAGGCTCCAARGCC
ATGGATCTACGGCACATCCAACCTGGCT
TCTGGTGTGCCAAGCAGATTCAGCGGTA
GCGGTAGCGGTACCGACTACACCTTCAC
CATCAGCAGCCTCCAGCCAGAGGACATC
GCCACCTACTACTGCCAACAGTGGAGTA
GTTACCCGTACATGTACACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGCTGGAAATCARA

3 IMORAD-009

Lant greu

47

CAGGTACAACTGCAGCAGTCTGGGCCTG
AGCTGGAGAAGCCTGGCGCTTCAGTGAA
GATATCCTGCAAGGCTTCTGGTTACTCA
TTCACTGGCTACACCATGAACTGGGTGA
AGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTG
GATTGGACTTATTACTCCTTACAATGGT
GCTTCTAGCTACAACCAGAAGCTTCAGGS
GCAAGGCCACATTAACTGTAGACAAGTC
ATCCAGCACAGCCTACATGGACCTCCTC
AGTCTGACATCTGAAGACTCTGCAGTCT
ATTTCTGTGCAAGGGGGGGT TACGACGG

GAGGGGTTTTGACTACTGGGGATCCGGEE

ACCCCGGTCACCGTCTCCTCA
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

MORADb-009

Lant ugor

48

GACATCGAGCTCACTCAGTCTCCAGCAR
TCATGTCIGCATCTCCAGGGGAGAAGET
CACCATGACCTGCAGTGCCAGUTCAAGT
CGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGA
AGTCAGGCACCTCCCCCAARAGATGGAT
TTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGA
GTCCCAGGTCGCTTCAGTGGCAGTGGET
CTGGAAACTCTTACTCTCTCACAATCAG
CAGCGTGGAGGCTGAAGATGATGCAACT
TATTACTGCCAGCAGTGGAGTAAGCACC
CTCTCACGTTCGGAT CCGGGACCAAGET
GCARAATCAAA

33011-xi

Lant greu

49

CAGTCGGTGGAGGAGTCCGGGGGTCGCC
TGGTCACGCCTGGGACACCCCTGACACT
CACCTGCACCGTCTCTGGAATCTCCCTC
AGTAGCGATGCAATAAGCTGGGTCCGCC
AGGCTCCAGGGAAGGGGCTCGAATACAT
CGGAATCATTAATGGTGGTGGTAACACA
TACTACGCGAGCTGGGECGAMGGCCGAT
TCACCATCTCCAAAACCTCGACCACGGT
GGATCTGAAAATCACCAGTCCGACAACT
GAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCCA
GAGGCATTCAACATGETGGTGGTAATAG
TGATTATTATTATTACGGCATGGACCTC
TGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACTGTCT
CTTCA

33011-xi

Lant ugor

50

GAAGTGTTGATGACCCAGACTCCATCCT
CCGTGTCTGCAGCTGTGGGAGACACAGT
CACCATCAAGTGCCAGGCCAGTCAGAGC
ATTAGTAGTGTCTTGTCCTGGTATCAGC
AGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCT
GATCTATCTGGCATCCACTCTGGCATCT
GEGETCCCATCGCGEGTTCAGCGGCAGTA
GATCIGGGACAGAGTTCACTCTCACCAT
CAGCGACCTGGAGTGTGACGATGCTGCC
ACTTACTACTGTCAAACCAATTATGGTA
CTAGTAGTAGTAATTATGGTTTTGCTTT

CEGCGGAGGGACCGEAGGTGGCTCGTCARMA
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

33011-zu

Lant greu

51

GAAGTCCAACTGGT GGAAAGCGGGGGAG
GACTGGTGCAGCCGGGCGGATCCCTCCG
GCTCETCATCTGCTGCATCGGGAATTTCC
CTCTCCTCCGACGCGATTAGCTGGGTCA
GACAGGCCCCCGGAMAGGGGCTGGAGTA
CATCGGTATCATCAACGGCGGCGGAAAC
ACCTACTACGCCTCCTGGGCCARGGGCC
GCTTCACCATCTCGCGGCATAATTCCAA
GAACACTCTGTACTTGCAAATGAACTCC
CTGAGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACT
ACTGCGCGCGCGGCATCCAGCACGGT GG
TGGAAACAGCGACTACTACTACTATGGE
ATGGATCTGTGGGGCCAGGGAACTCTTG
TCGACCGTGTCGTCA

33011-zu

Lant ugor

52

GACATTCAGATGACCCAGTCCCCARAGCT
CGCTGTCCGCCTCCGTGGGCGACCGLGT
GACCATCACGTGCCAGGCGTCCCAGTCA
ATTAGCAGCGTGCTCTCCTGGTACCAAC
AGAAGCCGGGGAAAGCACCCAAGCTGCT
GATCTACTTGGCCTCCACTCTGGCCTES
GGAGTGCCTTCACGGTTCTCCGGATCGG
GATCTGGTACTGATTTCACCCTCACCAT
CTCGAGCCTTCAGT GCGAGGACATCGCT
ACTTACTATTGTCAAACCAACTACGGAA
CCTCCAGCTCCAACTACGGCTTTGCCTT
CGETGGCGEGACCAAGGTCGAAATCARMA

111B10-xi

Lant greu

53

CAGTCGGTGGAGGAGTCCGGEEGTCGLEC

TGETCACGCCTGEEACACCCOTGACALCT
CACCTGCACAGTCTCTGGATTCTCCCTC
AATAACTATGCAATGAGCTGGGTCCGCC
AGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGAT
CGGATCCATTAGTACTGGTGGTCTCGCA
TTCTACGCGAACTGGGCAAAAGGCCGAT
TCACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGET
GGATCTGAAAATGACCAGTCTGACAACC
GAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGGCA
GAAATGGTGGTGGTAGTTATATTTTCTA
TTATTTTGACTTGTGGGGEUCAAGGCALCC
CTCGTCACTGTCTCTTCA
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

10

111B10-xi

Lant ugor

54

GCATTCGAATTGACCCAGACTCCATCCT
CCGTGGAGGCAGCTGTGGGAGGCACAAT
CACCATCAAGTGCCAGGCCAGTCAGAGC
ATTAGTAGTTACTTATCCTGGTATCAGC
AGARAACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCT
GATCTATTCTGCATCCACTCTGGCATCT
GGGCTCTCATCGCSOTTCARAGGCAGTS
GATCTGGGACAGAGTACACTCTCACCAT
CAGCGACCTGGAGTGTGCCGATGCTGCC
ACTTACTTCTGTCARAGCTATTATGATA
TTGGTACTAGTACTTTCGGCGGAGGGAC

CEAGGTGGTCGTCARA

11

111B10-zu

Lant greu

55

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCG
GACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAG
ACTGTCTTGTGCCGCCTCOGGCTTCTCC
CTGAACAACTACGCCATGTCCTGGGTGC
GACAGGCCCCTGGUAAAGGCCTGGAATG
GATCGGCTCCATCAGCACAGGCGGCCTS
GCCTTCTACGCCAATTGGGCCAAGGGCC
GGTTCACCATCAGCCGGGACAACTCCAA
GAACACCCTGTACCTCCAGATGAACTCC
CTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACT
ACTGTGCCAGARAACGGCGGAGGCTCCTA
CATCTTCTACTACTTCGACCTGTGGGGC

CAGGGCACCCTCGTGACAGTGTCATCT

12

111B10-zu

Lant ugor

56

GATATTCAGATGACCCAGTCCCCCTCCA
GCCTGTCCGCTTCTEGTGGGCGACAGAGT

GACCATCACCTGTCAGGCCTCCCAGTCC
ATCTCCTCCTACCTGTCCTGGTATCAGC
AGAAGCCCGGCAAGGCCCCCAAGCTGCT
GATCTACTCTGCCTCCACACTGGCCTCC
GGCETGCCCTCTAGATTCTCCGGCTCTG
GCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACCAT
CAGCTCCCTCCAGTGCGAGGATGCCGCC
ACCTACTACTGCCAGTCCTACTACGACA
TCGGCACCTCCACCTTCGGCGGAGGUAC
CAAGGTGGAAATCARA
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

13

201C15-xi

Lant greu

57

CAGTCAGTGAAGGAGTCCGGGGGTCGCC
TGGTCACGCCTGGGACACCCCTGACACT
CACCTGCACAGTCTCTGGAATCGACCTC
AGTAGCTATGCAATGGGCTGGTTCCGEC
AGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATACAT
CGGAACCATTAATATTGGTGGETCGCGTA
TATTACGCGAGCTGGGCAAAAGGTCCGAT
TCACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGET
GGATCTGAAAGCGCCCAGTCTGACAGCC
GAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCCA
GATATTATAATGGT GCTAGTTATGACAT
CTGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACCGETC

TCTTTA

14

201C15-xi

Lant ugor

58

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCAGCCT
CCGCGTCTGAACCTGTGGGAGGCACAGT
CACCATCAAGTGCCAGGCCAGTGAGAGC
ATTTATCGCGTATTGGCCTGGTATCAGC
AGAAACCAGGGCAGCCTCCCAAGCTCCT
GATCTATGATACATCCACTCTGGCATCT
GGGGCCCCATCGCGGTTCAAAGGCAGTG
GATATGGGACAGAGTTCACTCTCACCAT
CAGCGGCGTGCAGTGTGAAGATGCTGCC
ACTTACTACTGTCAAGGCGGTTATTATG
CTGATAGTTATGGTATTGCTTTCGGCGG
AGGGACCGAGGTGGTGGTCAAA

15

201C15-zu

Lant greu

59

CAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGCGCGGAG
GACTGGTGCAGCCTGGCGGCTCTCTGAG
ACTGTCCTGTTCCGCCTCCGGAATCGAL
CTGTCCTCCTACGCTATGGGCTGGEGTGC

GACAGGCTCCTGGCAAGGGCCTGGAGTA
CATCGGCACCATCAACATCGGUGGCAGA
GTGTACTACGCCTCCTGGGCCAAGGGCC
GGTTCACCATCTCCAGAGACAACTCCAA
GAACACCCTGTACCTCCAGATGAACTCC
CTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACT
ACTGCGCCCGGTACTACAACGGCGGCTC
CTACGATATCTGGGGCCAGGGCACALTC
GTGACCGTGTCCTCT
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

16

201C15-zu

Lant ugor

60

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCCTCCA
CCCTGTCTGCCTCTGTGGGCGACAGAGT
GACCATCACCTGTCAGGCCTCCGAGTCC
ATCTACCGGGTGCTGGCCTGGTATCAGC
AGAAGCCTGGCAAGGCCCCCAAGCTGCT
GATCTACGACACCAGCACACTGGCCTCC
GGCGTGCCCTCTAGATTCTCCGGCTCTG
GCTCTGGCACCGAGTTTACCCTGACCAT
CTCCAGCCTCCAGTGCGACGACGCCGCC
ACCTACTATTGTCAGGGCEGCTACTACG
CCGACTCCTACGGAATCGCTTTCGGCGG
AGGCACCAAGGTGGARAATCARMA

17

346C6-xi

Lant greu

61

CAGTCGGTGGAGGAGTCCGGCGGTCGCC
TGGTAAAGCCTCACGAATCCCTGACACT
CACCTGCACAGCCTCTGGATTCTCCCTC
AGTAGTTATGCAATGATCTGGGTCCGCC
AGGCTCCAGGGGAGGGGCTGCAATGGAT
CGGAACCATTAGTACTGGTGGTATCACA
TACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGTCGAT
TCACCATCTCCAAARACCTCGACCACGGT
GGATCTGAAAATCACCAGTCCGACAACC
GAGGACACGGCCACCTATTTCTGTGCCA
GAGGGGGATATGCTGCTAGTAGTGCTTA
TTATCTCCCGTACTACTTTGACTTGT GG
GGCCAAGGGACCCTGGTCACCGTCTCCT
CA

18

346C6-xi

Lant ugor

62

GCAGCCGTGCTGACCCAGACACCATCAC
CCGTGTCTGCAGCT GTGGGAGGCACAGT
CACCATCAGTTGCCAGTCCAGTCAGAGT
GTTTATAATAATARCAACTTAGCCTGGET

TTCAGCAGAAACCCGGGCAGICTCCCAA
GCTTCTGATCTATCTGGCATCCACTCTG
GCATCTGGGGTCCCATCACGGTTCAGCG
GCAGTGGATCTGGCGACACAGTTCACTCT
CACCATCAGCGGCGTGCAGTGTGACGAT
GCTGCCACTTATTACTGTCTAGGTGGTT
GTGATGATGATGCTGATACTTTTGCTTT
CGGECEGAGGEACTCAGGTGETEGTCARA
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

19

346C6-zu

Lant greu

63

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCG
GACTGGTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAG
ACTGTCTTGTGCCGCCTCCGGCTTCTCC
CTGTCCTCCTACGCTATGATCTGGGT GC
GACAGGCCCCTGGCAAGGGCCTGCGAATG
GATCGGCACCATCTCTACCGGCGGAATT
ACCTACTACGCCTCCTGGGCCARGGGCC
GGTTCACCATCTCCAGAGACAACTCCAA
GAACACCCTGTACCTCCAGATGAACTCC
CTGCGGGCCGAGGACACCGCCGTGTACT
ATTGTGCTAGAGGCGGCTACGCCGCCAG
CTCCGCTTACTACCTGCCCTACTACTTC
GACCTGTGGGGUCAGGGCACCCTCGTGA
CAGTGTCATCT

20

346C6-zu

Lant ugor

64

GATATTCAGATGACCCAGTCCCCCTCCA
GCCTGTCCGCTTCTGTGGGCGACAGAGT
GACCATCACCTGTCAGTCCTCCCAGTCC
GTGTATAACAACAACAACCTGGCCTGGET
ATCAGCAGAAACCCGGCAAGGTGCCCAA
GCTGCTGATCTACCTGGCCTCCACACTG
GCCTCTGGCGTGCCCTCTAGATTCTCCG
GCTCTGGCTCTGGCACCGACTTTACCCT
GACCATCAGCTCCCTCCAGTGCGAGGAT
GCCGCCACCTACTATTGCCTGGGCGGCT
GCGACGACGACGCCGATACCTTTGCTTT
TCGCGGAGCCACCAAGCCTGCAMATCARA

Tabelul 4. Secventele de aminoacizi ale CDR-urilor Kabat ale mAb

mAb Lant IgG ID. SECV. NR. Secventa de aminoacizi
1 MORADb-003 CDR1 HC 2 GYGLS
2 |[MORADb-003 CDR2 HC 3 MISSGGSYTYYADSVKG
3 |MORADB-003 CDR3 HC 4 HGDDPAWFAY
4 |MORADb-003 CDRI1 LC 7 SVSSSISSNNLH
5 |MORADb-003 CDR2 LC 8 GTSNLAS
6 |MORADb-003 CDR3 LC 9 QQWSSYPYMYT
7  |[MORADb-009 CDR1 HC 65 GYTMN
8  |MORAD-009 CDR2 HC 66 LITPYNGASSYNQKFRG
9 IMORADb-009 CDR3 HC 67 GGYDGRGFDY
10 |MORADb-009 CDRI1 LC 68 SASSSVSYMH
11 |MORAb-009 CDR2 LC 69 DTSKLAS
12 |MORADb-009 CDR3 LC 70 QQWSKHPLT
13 |trastuzumab CDRI1 HC 71 DTYIH
14  |trastuzumab CDR2 HC 72 RIYPTNGYTRYADSVKG
15 |trastuzumab CDR3 HC 73 WGGDGFYAMDY
16 |trastuzumab CDRI1 LC 74 RASQDVNTAVA
17 |trastuzumab CDR2 LC 75 SASFLYS
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mAb Lant IgG ID. SECV. NR. Secventa de aminoacizi
18 |trastuzumab CDR3 LC 76 QQHYTTPPT
19 |33011-xi CDR1 HC (77 SDAIS
20 |33011-xi CDR2HC |78 IINGGGNTYYASWAKG
21 |33011-xi CDR3HC |79 GIQHGGGNSDYYYYGMDL
22 |33011-xi CDRI1 LC 80 QASQSISSVLS
23 |33011-xi CDR2 LC 81 LASTLAS
24 |33011-xi CDR3 LC 82 QTNYGTSSSNYGFA
25 |33011-zu CDR1 HC (83 SDAIS
26 [33011-zu CDR2HC (84 IINGGGNTYYASWAKG
27 |33011-zu CDR3HC 85 GIQHGGGNSDYYYYGMDL
28 [33011-zu CDRI1 LC 86 QASQSISSVLS
29 33011-zu CDR2 LC 87 LASTLAS
30 133011-zu CDR3 LC 88 QTNYGTSSSNYGFA
31 |111B10-xi CDR1 HC (89 NYAMS
32 |111B10-xi CDR2HC |90 SISTGGLAFYANWAKG
33 |111B10-xi CDR3HC (91 NGGGSYIFYYFDL
34 |111B10-xi CDRI1 LC 92 QASQSISSYLS
35 |111B10-xi CDR2 LC 93 SASTLAS
36 |111B10-xi CDR3 LC 94 QSYYDIGTST
37 |111B10-zu CDR1 HC (95 NYAMS
38 |111B10-zu CDR2HC |96 SISTGGLAFYANWAKG
39 |111B10-zu CDR3HC (97 NGGGSYIFYYFDL
40 |111B10-zu CDRI1 LC 98 QASQSISSYLS
41 |111B10-zu CDR2 LC 99 SASTLAS
42 |111B10-zu CDR3 LC 100 QSYYDIGTST
43 |201C15-xi CDR1 HC 101 SYAMG
44 |201C15-xi CDR2 HC 102 TINIGGRVYYASWAKG
45 |201C15-xi CDR3 HC 103 YYNGGSYDI
46 |201C15-xi CDRI1 LC 104 QASESIYRVLA
47 |201C15-xi CDR2 LC 105 DTSTLAS
48 |201C15-xi CDR3 LC 106 QGGYYADSYGIA
49 1201C15-zu CDR1 HC 107 SYAMG
50 ]201C15-zu CDR2 HC 108 TINIGGRVYYASWAKG
51 |201C15-zu CDR3 HC 109 YYNGGSYDI
52 |201C15-zu CDRI1 LC 110 QASESIYRVLA
53 ]201C15-zu CDR2 LC 111 DTSTLAS
54 201C15-zu CDR3 LC 112 QGGYYADSYGIA
55 |346C6-xi CDR1 HC 113 SYAMI
56 |346C6-xi CDR2 HC 114 TISTGGITYYASWAKG
57 |346C6-xi CDR3 HC 115 GGYAASSAYYLPYYFDL
58 |346C6-xi CDRI1 LC 116 QSSQSVYNNNNLA
59 |346C6-xi CDR2 LC 117 LASTLAS
60 |346C6-xi CDR3 LC 118 LGGCDDDADTFA
61 |346C6-zu CDR1 HC 119 SYAMI
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62 |346C6-zu CDR2 HC 120 TISTGGITYYASWAKG
63 [346C6-zu CDR3 HC 121 GGYAASSAYYLPYYFDL
64 |346C6-zu CDRI1 LC 122 QSSQSVYNNNNLA
65 [346C6-zu CDR2 LC 123 LASTLAS
66 [346C6-7u CDR3 LC 124 LGGCDDDADTFA
Tabelul 5. Secventele de aminoacizi care codifici CDR-urile Kabat ale mAb
mAb Lant IgG |ID. SECYV.|Secventa de aminoacizi
NR.
1 |MORAD-003 CDR1 HC 125 GGCTATGGGTTGTCT
2 IMORADB-003 CDR2 HC |126 ATGATTAGTAGTGGTGGTAGTTATACCTACTATS
CAGACAGTGTGAAGGET
3  |IMORADb-003 CDR3 HC |127 CATGGGGACGATCCCGCCTGGTTCGCTT
AT
4 MORAD-003 CDR1 LC 128 AGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCAACARACTTGC
AC
5 |MORAb-003 CDR2LC 129 GGCACATCCAACCTGGCTTCT
6 |MORADb-003 CDR3 LC 130 CAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACATG
TACACG
MORADL-009 |CDR1HC |131 GGCTACACCATGAAC
MORAB-009 |CDR2HC |32 CTTATTACTCCTTACAATGGTGCTTCTAGCTACA
ACCAGAAGTTCAGGGEC
9 |MORADb-009 |CDR3 HC |133 GGGGGTTACGACGGGAGGGGTTTTGAC
TAC
10 [MORAbL-009 |CDRILC |134 AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATG
CAC
11 IMORAD-009 |CDR2LC |135 GACACATCCAAACTGGCTTCT
12 IMORADL-009 |CDR3LC [136 CAGCAGTGGAGTAAGCACCCTCTCACG
13 133011-xi CDR1 HC 137 AGCGATGCAATAAGC
14 [33011-xi CDR2 HC |138 ATCATTAATGGTGGTGGTARCACATACTACGCGA
CCTGEGCGARAGEE
15 33011-xi CDR3 HC |139 GGCATTCARCATGGTGGTGGTAATAGTGATTATT
ATTATTACGGCATGGACCTC
16 |33011-xi CDR1LC 140 CAGGCCAGTCAGAGCATTAGTAGTGTC
TTGTCC
17 133011-xi CDR2LC 141 CTGGCATCCACTCTGGCATCT
18 133011-xi CDR3 LC |142 CARRACCAATTATGGTACTAGTAGTAGTAATTATS
GTTTTGCT
19 133011-zu CDR1 HC |143 TCCGACGCGATTAGC
20 |33011-zu CDR2 HC |144 ATCATCAACGGCGGCGGARACACCTACTACGCCT
CCTGGEGCCAAGGGT
21 |33011-zu CDR3 HC 145 GGCATCCAGCACGGTGGTGGAAACAGCGACTACT
ACTACTATGGGATGGATCTG
22 133011-zu CDR1LC 146 CAGGCGTCCCAGTCAATTAGCAGCGTG
CTCTCC
23 133011-zu CDR2LC 147 TTGGCCTCCACTCTGGCCTCG
24 [33011-zu CDR3LC |148 CARACCAACTACGGARCCTCCAGCTCCAACTACG
GCTTTGCT
25 |111B10-xi CDR1 HC 149 AACTAT GCAAT GAGC
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mAb Lant IgG |ID. SECYV.|Secventa de aminoacizi
NR.
26 |111B10-xi CDR2 HC 150 TCCATTAGTACTGGTGGTCTCGCATTCTACGCGA
ACTGGGECAARAGGC
27 1111B10-xi CDR3 HC |151 AATGGTGGTGGTAGTTATATTTTCTATTATTTTG
ACTTG
28 [111B10-xi CDRI1LC 152 CAGGCCAGTCAGAGCATTAGTAGTTAC
TTATCC
29 [111B10-xi CDR2LC |153 TCTGCATCCACTCTGGCATCT
30 [111B10-xi CDR3LC |154 CAAAGCTATTATGATATTGGTACTAGTA
CT
31 (111B10-zu CDRI1 HC |155 AACTACGCCATGTCC
32 |[111B10-zu CDR2 HC [156 TCCATCAGCACAGGCGGCCTGGCCTTCTACGCCA
ATTGGGECCAAGGEC
33 [111B10-zu CDR3 HC (157 AACGGCGGAGGCTCCTACATCTTCTACTACTTCG
ACCTG
34 (111B10-zu CDRI1 LC |158 CAGGCCTCCCAGTCCATCTCCTCCTACC
TGTCC
35 (111B10-zu CDR2LC |159 TCTGCCTCCACACTGGCCTCC
36 (111B10-zu CDR3 LC 160 CAGTCCTACTACGACATCGGCACCTCCA
CC
37 [201C15-xi CDRI1 HC |161 AGCTATGCAATGGGC
38 [201C15-xi CDR2 HC 162 ACCATTAATATTGGTGGTCGCGTATATTACGCGA
GCTGGGECAAAAGEC
39 [201C15-xi CDR3 HC ([163 TATTATAATGGTGGTAGTTATGACATC
40 [201C15-xi CDRILC |164 CAGGCCAGTGAGAGCATTTATCGCGTA
TTGGCC
41 [201C15-xi CDR2LC |[165 GATACATCCACTCTGGCATCT
42 1201C15-xi CDR3 LC 166 CAAGGCGGTTATTAT GCTGATAGTTATGGTATTG
CT
43 1201C15-zu CDR1 HC |167 TCCTACGCTATGGGC
44 1201C15-zu CDR2 HC 168 ACCATCARACATCGGCGGCAGAGTGTACTACGCCT
CCTGGGCCAAGGEC
45 1201C15-zu CDR3 HC |[169 TACTACAACGGCGGCTCCTACGATATC
46 1201C15-zu CDR1LC (170 CAGGCCTCCGAGTCCATCTACCGGGTG
CTGGCC
47 1201C15-zu CDR2LC |171 GACACCAGCACACTGGCCTCC
48 [201C15-zu CDR3 LC 172 CAGGGCLGUTACTACGCCGACTCCTACGGAATCG
CT
49 [346C6-xi CDR1 HC |173 AGTTATGCAATGATC
50 |346C6-xi CDR2 HC 174 ACCATTAGTACTGGTGGTATCACATACTACGCGA
GCTGGGECGAAAGEC
51 1346C6-xi CDR3 HC [175 GGGGGATATGCTGCTAGTAGTGCTTATTATCTCC
CGTACTACTTTGACTTG
52 |346C6-xi CDRI1 LC 176 CAGTCCTCCCAGTCCGTGTATAACAACAACAACC
TGGCC
53 [346C6-xi CDR2LC |177 CTGGCATCCACTCTGGCATCT
54 |346C6-xi CDR3 LC 178 CTAGGTGGTTGTGAT GATGATGCTGATACTTTTG
CT
55 |346C6-zu CDR1 HC |179 TCCTACGCTATGATC
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56 (346C6-zu CDR2 HC |180 ACCATCTCTACCGGCGGAATTACCTACTACGCCT
CCTGEGLCARGEET
57 |346C6-zu CDR3 HC |181 GECGGCTACGCCGCCAGCTCCECTTACTACCTGE
COTACTACTTCGACCTS
58 [346C6-zu CDR1LC |182 CAGTCCTCCCAGTCCGTGTATAACARCARCAACC
TCGEOC
59 [346C6-zu CDR2LC |183 CTGGCCTCCACACTGGCCTCT
60 |346C6-zu CDR3LC |184 CTGGGCGGCTCCCAC GACGACGCCGATACCTTTG
CT
Tabelul 6. Secventele de aminoacizi ale CDR-urilor IMGT ale mAb
mAb Lant IgG |ID. SECV.NR. |[Secventa de aminoacizi
1 |MORADb-003 |CDR1HC |13 GFTFSGYG
2 |MORADb-003 |CDR2HC |14 ISSGGSYT
3 |IMORADb-003 |CDR3HC |15 ARHGDDPAWFAY
4 IMORAD-003 |CDR1LC |16 SSISSNN
5 |MORADb-003 |CDR2LC |17 GTS
6 |MORAD-003 |CDR3LC |18 QQWSSYPYMYT
7 |MORAD-009 |CDR1HC |185 GYSFTGYT
8 |MORADB-009 |CDR2HC |[186 ITPYNGAS
9 |MORADL-009 |CDR3HC 187 ARGGYDGRGFDY
10 IMORADb-009 |CDR1LC 188 SSVSY
11 IMORADb-009 [|CDR2LC 189 DTS
12 IMORAD-009 [CDR3LC [190 QQWSKHPLT
13 |trastuzumab CDR1 HC |191 GFNIKDTY
14 |trastuzumab CDR2HC 192 IYPTNGYT
15 |trastuzumab CDR3 HC |193 SRWGGDGFYAMDY
16 |trastuzumab CDR1LC 194 QDVNTA
17 |trastuzumab CDR2LC |195 SAS
18 |trastuzumab CDR3LC 196 QQHYTTPPT
19 133011-xi CDR1 HC 197 GISLSSDA
20 133011-xi CDR2HC 198 INGGGNT
21 133011-xi CDR3 HC 199 ARGIQHGGGNSDYYYYGMDL
22 133011-xi CDR1LC 200 QSISSV
23 133011-xi CDR2LC |201 LAS
24 133011-xi CDR3LC 202 QTNYGTSSSNYGFA
25 133011-zu CDR1 HC 203 GISLSSDA
26 |33011-zu CDR2 HC 204 INGGGNT
27 |33011-zu CDR3 HC 205 ARGIQHGGGNSDYYYYGMDL
28 133011-zu CDR1LC 206 QSISSV
29 133011-zu CDR2LC 207 LAS
30 133011-zu CDR3 LC 208 QTNYGTSSSNYGFA
31 |111B10-xi CDR1 HC 209 GFSLNNYA
32 1111B10-xi CDR2HC 210 ISTGGLA
33 1111B10-xi CDR3 HC |211 GRNGGGSYIFYYFDL
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mAb Lant IgG |ID. SECV.NR. |Secventa de aminoacizi
34 |111B10-xi CDR1LC |212 QSISSY
35 |111B10-xi CDR2LC |213 SAS
36 |111B10-xi CDR3LC |214 QSYYDIGTST
37 |111B10-zu CDR1 HC |215 GFSLNNYA
38 |111B10-zu CDR2 HC |216 ISTGGLA
39 |111B10-zu CDR3 HC |217 ARNGGGSYIFYYFDL
40 |111B10-zu CDR1LC |218 QSISSY
41 |111B10-zu CDR2LC |219 SAS
42 |111B10-zu CDR3 LC |220 QSYYDIGTST
43 1201C15-xi CDR1 HC |221 GIDLSSYA
44 1201C15-xi CDR2 HC |222 INIGGRV
45 1201C15-xi CDR3 HC |223 ARYYNGGSYDI
46 |201C15-xi CDR1LC |224 ESIYRV
47 1201C15-xi CDR2LC |225 DTS
48 1201C15-xi CDR3 LC |226 QGGYYADSYGIA
49 1201C15-zu CDR1 HC |227 GIDLSSYA
50 |201C15-zu CDR2 HC |228 INIGGRV
51 |201C15-zu CDR3 HC |229 ARYYNGGSYDI
52 |201C15-zu CDR1LC |230 ESIYRV
53 |201C15-zu CDR2LC |231 DTS
54 |201C15-zu CDR3 LC |232 QGGYYADSYGIA
55 1346C6-xi CDR1 HC |233 GFSLSSYA
56 |346C6-xi CDR2 HC |234 ISTGGIT
57 1346C6-xi CDR3 HC |235 ARGGYAASSAYYLPYYFDL
58 |346C6-xi CDR1LC |236 QSVYNNNN
59 1346C6-xi CDR2 LC |237 LAS
60 |346C6-xi CDR3LC |238 LGGCDDDADTFA
61 |346C6-zu CDR1 HC |239 GFSLSSYA
62 |346C6-zu CDR2 HC |240 ISTGGIT
63 |346C6-zu CDR3 HC |241 ARGGYAASSAYYLPYYFDL
64 |346C6-zu CDR1LC |242 QSVYNNNN
65 |346C6-zu CDR2LC |243 LAS
66 |346C6-zu CDR3 LC |244 LGGCDDDADTFA

Tabelul 7. Secventele de aminoacizi care codifici CDR-urile IMGT ale mAb

mAb Lant IgG INI; SECV. Secventa de aminoacizi
MORAD-003 |CDRI1 HC |245 GGCTTCACCTTCAGCGGCTATGGG
2 |MORADbL-003 |CDR2 HC |246 ATTAGTAGTGGTGGTAGTTATACC
3 MORADB-003 CDR3 HC 247 GCAAGACATGGGGACGATCCCGCCTGGTTCGCT
TAT
MORAD-003 |CDRI1LC |248 TCAAGTATAAGTTCCAACAAC
MORAD-003 |[CDR2LC |249 GGCACATCC
MORAD-003 |CDR3LC |250 CAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACATG
TACACG
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mAb Lant IgG INI; SECV. Secventa de aminoacizi
MORADb-009 |CDR1 HC |251 GGTTACTCATTCACTGGCTACACC
MORAD-009 |CDR2 HC |252 ATTACTCCTTACAATGGTGCTTCT
MORADB-009 CDR3 HC 253 GCAAGGGGGGGTTACGACGGGAGGGGTTTTGAC
TAC
10 |MORADL-009 |CDR1LC |254 TCAAGTGTAAGTTAC
11 |[MORADL-009 |CDR2LC |255 GACACATCC
12 IMORADL-009 |CDR3LC |256 CAGCAGTGGAGTAAGCACCCTCTCACG
13 |33011-xi CDR1 HC |257 GGAATCTCCCTCAGTAGCGATGCA
14 |33011-xi CDR2 HC |258 ATTAATGGTGGTGGTAACACA
15 133011-xi CDR3 HC [259 GCCAGAGGCATTCAACAT GGTGGTGGTARTAGT
GATTATTATTATTACGECATGGACCTC
16 |33011-xi CDRI1LC |260 CAGAGCATTAGTAGTGTC
17 |33011-xi CDR2 LC |261 CTGGCATCT
18 133011-xi CDR3 LC |262 CARAACCAATTATGGTACTAGTAGTAGTART TAT
GCGTTTTCCT
19 |33011-zu CDR1 HC |263 GGAATTTCCCTCTCCTCCGACGCG
20 |33011-zu CDR2 HC |264 ATCAACGGCGGCGGAAACACC
21 133011-zu CDR3 HC 265 GCGCGLGGCAT CCAGCACGGTGGTGEARACAGT
GACTACTACTACTATGCGATGCATCTG
22 133011-zu CDRI1LC |266 CAGTCAATTAGCAGCGTG
23 133011-zu CDR2 LC |267 TTGGCCTCC
24 133011-zu CDR3LC |268 CARACCAACTACGGAACCTCCAGCTCCAACTAC
CGCTTTECS
25 |111B10-xi CDR1 HC |269 GGATTCTCCCTCAATAACTATGCA
26 [111B10-xi CDR2 HC |270 ATTAGTACTGGTGGTCTCGCA
27 N11B10-xi CDR3 HC 271 GGCAGAAATGGTGGTGGTAGTTATAT TTTCTAT
TATTTTGACTTG
28 [111B10-xi CDRILC |272 CAGAGCATTAGTAGTTAC
29 [111B10-xi CDR2 LC |273 TCTGCATCC
30 |111B10-xi CDR3LC |274 CAAAGCTATTATGATATTGGTACTAGT
ACT
31 |111B10-zu CDR1 HC |275 GGCTTCTCCCTGAACAACTACGCC
32 1111B10-zu CDR2 HC |276 ATCAGCACAGGCGGCCTGGCC
33 |111B10-zu CDR3 HC 277 GCCAGAAACGGCGGAGGCTCCTACATCTTCTAC
TACTTCGACCTG
34 1111B10-zu CDRI1LC |278 CAGTCCATCTCCTCCTAC
35 |111B10-zu CDR2 LC |279 TCTGCCTCC
36 |111B10-zu CDR3 LC |300 CAGTCCTACTACGACATCGGCACCTCC
ACC
37 |201C15-xi CDR1 HC |301 GGAATCGACCTCAGTAGCTATGCA
38 |201C15-xi CDR2 HC |302 ATTAATATTGGTGGTCGCGTA
39 [201C15-xi CDR3 HC |303 GCCAGATATTATAATGGTGGTAGTTAT
GACATC
40 |201C15-xi CDR1LC (304 GAGAGCATTTATCGCGTA
41 |201C15-xi CDR2 LC |305 GATACATCC
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mAb Lant IgG INI; SECV. Secventa de aminoacizi

42 |201C15-xi CDR3 LC |306 CAAGGCGGTTATTATGCTGATAGT TATGGTATT
GCT

43 1201C15-zu CDR1 HC {307 GGAATCGACCTGTCCTCCTACGCT

44 1201C15-zu CDR2 HC {308 ATCAACATCGGCGGCAGAGTG

45 1201C15-zu CDR3 HC |309 GCCCGGTACTACAACGGCGGCTCCTAC
GATATC

46 1201C15-zu CDR1LC |310 GAGTCCATCTACCGGGTG

47 1201C15-zu CDR2LC |311 GACACCAGC

48 1201C15-zu CDR3LC 312 CAGGGCGGCTACTACGCCGACTCCTACGGAATC
GCT

49 1346C6-xi CDR1 HC |313 GGATTCTCCCTCAGTAGTTATGCA

50 |346C6-xi CDR2HC |314 ATTAGTACTGGTGGTATCACA

51 |346C6-xi CDR3 HC 315 GCCAGAGGGGGATATGCTGCTAGTAGTGCTTAT
TATCTCCCGTACTACTTTGACTTS

52 |346C6-xi CDR1LC |316 CAGAGTGTTTATAATAATAACAAC

53 |346C6-xi CDR2LC |317 CTGGCATCC

54 |346C6-xi CDR3LC |318 CTAGGTGGTTGTGAT GATGAT GCTGATACTTTT
GCT

55 ]346C6-zu CDR1 HC |319 GGCTTCTCCCTGTCCTCCTACGCT

56 |346C6-zu CDR2 HC |320 ATCTCTACCGGCGGAATTACC

57 |346C6-zu CDR3 HC |321 GCTAGAGGCGGCTACGCCGCCAGCTCCGCTTAC
TACCTGCCCTACTACTTCGACCTG

58 |346C6-zu CDR1LC |322 CAGTCCGTGTATAACAACAACAAC

59 ]346C6-zu CDR2LC |323 CTGGCCTCC

60 |346C6-zu CDR3 LC |324 CTGGGCGGCTGCGACGACGAC GCCGATACCTTT
GCT

Tabelul 8. Secventele de aminoacizi ale lanturilor Ig mAb de lungime completi

mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

MORADb-003

Lant greu

1

EVQLVES GGGVVQPGRSLRLSCSASGFTFSGY
GLSWVRQAPGKGLEWVAMISS3GGSYTYYADSY
KGRFAISRDNAKNTLFLOMDSLRPEDTGVYFC
ARHGDDPAWFAYWGQGTPVIVSSASTEGPSVE
PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVIVEW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVES
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRKVEPKSCDK
THTCFPCPAPELLGGPSVFLFPPRKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YRCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE
SNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

K
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mAb

Lant IgG

Secventa de aminoacizi

MORADb-003

Lant ugor

DIQLTRSPSSLSASVGDRVIITCSVSSSISSN
NLHWYQQKPGKAPKPWIYGTSNLASGVPSRES
GSGSGTDYTEFTISSLOPEDIATYYCQQWSSYP
YMYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNEYFPREAKVOWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSEVTKSFNRGEC

MORADb-009

Lant greu

QVOLOOSGPELERKFGASVRKISCRASGYSETGY
TMNWVKQSHGEKSLEWIGLITPYNGASSYNQKE
RGKATLTVDKSSSTAYMDLLSLTSEDSAVYFC
ARGGYDGRGFDYWGSGTPVIVSSASTKGESVTE
PLAPSSKSTSGGTAALGCLYKDYEPEPVTVEW
NSGALTSGVHTFPAVLYSSGLYSLSSVVTVES
SSLGTQTYICNVNHKFSNTKVDKKVEPKSCDK
THTCFPCPAPELLGGFSVFLEFPPKFKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YECKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQFREPQVYT
LPPSRDELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGOPENNYKTTPEVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWOOGNVESCSVMHEATHNHYTORSLSLSPG

K

MORADb-009

Lant ugor

DIELTQSPAIMSASPGEKVIMTCSASSSVSYM
HWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPGRFSGS
GSGNSYSLTISSVEAEDDATYYCQQWSKHPLT
FGSGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSL3STLTLSKADYEKHKVYA
CEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

trastuzumab

Lant greu

39
ID. SECV. NR.
6
325
326
327

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLECAASGFNIKDT
YIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSV
KGRFTISADTSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYC
SRWGGDGFYAMDYWGOGTLVTVSSASTKGPSY
FELAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVE
SE5LGTQTYICNVNHKPSNTRKVDKKVEPPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKFREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPEVLDSDGSFFLYSKLTV
DESRWQQOGNVFESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

trastuzumab

Lant ugor

328

DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASQDVNTA
VAWYQOKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSG
SRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTEFE
TEGQGTKVEIKRTVAAPSVFEIFFP3DEQLKSG
TASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQ
ESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

33011-xi

Lant greu

329

QSVEESGGRLVTPGTPLTLTCTVSGISLSSDA
ISWVROQAPGKGLEYIGIINGGGNTYYASWAKG
RETISKTSTTVDLKITSPTTEDTATYFCARGI
QHGGGNSDYYYYGMDL

WGPGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGE
TAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTF
PAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTRTYICNYV
NHEPSNTKVDKEKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDYV

SHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQ
VSLTCLVKGEYPS3DIAVEWESNGQPENNYKTT
PEVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCS
VMHEALHNHYTQKSLSL3PGK

33011-xi

Lant ugor

330

EVIMTQTPSSVSAAVGDTVTIKCQASQSTSSV
LESWYQRKPGQPPKLLIYLASTLASGYVPSRFSG
SRSGTEFTLTISDLECDDAATYYCQINYGTSS
SNYGFAFGGGTEVVVKRTVAAPSVEIFEPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSL3STLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

33011-zu

Lant greu

331

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGISLSSD
ATSWVROAPGKGLEYIGIINGGGNTYYASWAK
GRFTISRHNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCA
RGIQHGGGNSDYYYYGMDLWGQGTLVIVSSAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS
SVVIVPSSSLGTQTYICNVNHEPSNTKVDKKY
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPPKE
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLFPPSRDELTKNQVSLTCLYKGEYPS
DIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQK
SLSLSPGK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

10

33011-zu

Lant ugor

332

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQSTSSYV
LSWYQQKPGRAPKLLIYLASTLASGVPSRFSG
SGSGIDFTLTISSLOCEDIATYYCQINYGTSS
SNYGFAFGGGTKVEIKRIVAAPSVEIFFPSDE
QLKSGTASVYVCLLNNFYPREAKVOWKVIDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

11

111B10-xi

Lant greu

333

QSVEESGGRLVTPGTPLTLTCTVSGESLNNYA
MSWVYRQAPGKGLEWIGSISTGGLAFYANWAKG
RETISRTSTTYVDLKMTSLTTEDTATYFCGRNG

GGSYIFYYFDLWGOGTLVIVSSASTKGEPSVYEP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN

SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLI3VVTVESS
SLCETQTYICNVNHEPSNTKVDKEVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGEPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVICVVVDVSHEDPEVKEFNWY VDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGREY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWES
NGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWOQQGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

12

111B10-xi

Lant ugor

334

AFELTQTPSSVEAAVGGTITIKCQASQSISSY
LEWYQQKPGQPPKLLIYSASTLASGYSSRFKG
SGSGTEYTLTISDLECADAATYFCQSYYDIGT
STFGGGTEVVVKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASYVCLLNNEFYFPREAKVQWKVDNALOSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKY
YACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

13

111B10-zu

Lant greu

335

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLNNY
AMSWVRQAPGKGLEWIGSISTGGLAFYANWAK
GRFTISRDNSKNTLYLCMNSLRAEDTAVYYCA
RNGGGSYIFYYFDLWGQGTLVIVSSASTKGES
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLISVVIV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEFPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVICVVVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVYEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSRDELTRKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGOQPENNYKTTPEVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

14

111B10-zu

Lant ugor

336

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQSTSSY
LESWYQRKPGKAPKLLIYSASTLASGYVPSRFSG
SGSGIDFTLTISSLOCEDAATYYCQSYYDIGT
STFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNS
QESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKY
YACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

15

201C15-xi

Lant greu

337

QSVKESGGRLVIPGTPLTLTCTVSGIDLSSYA
MGWFRQAPGKGLEYIGTINIGGRVYYASWAKG
RFTISRTSTTVDLKAPSLTAEDTATYFCARYY
NGGSYDIWGPGTLVIVSLASTKGPSVEFFLAFS
SKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
T3GVHTFPAVLOBSGLYSLE3SVVTVPSISSLGT
QTYICNVNHRKEPSNTKYDKKVEPKSCDKTHTCFE
PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKE
REEQYNSETYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCEKY
SNEKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLFFPSR
DELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFEFLY SKLTVDKSRWQQ
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

16

201C15-xi

Lant ugor

338

DVVMTQT PASASEPVGGTVTIKCQASESTIYRV
LAWYQQKPGOPPKLLIYDTSTLASGAFSRFKG
SGYGCTEFTLTISGVQCEDAATYYCQGGYYADS
YGIAFGGGTEVVVKRTYAAPSVEIFPPSDEQL
KSGTASVVCLLNNFYPREARVOWKVDNALOSG
NSQESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHOGLSSEPVTKSFNRGEC

17

201C15-zu

Lant greu

339

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCSASGIDLSSY
AMGWVROAPGKGLEYIGTINIGGRVYYASWAK
GRETISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCA
RYYNGGEYDIWGQGTLVTVSSASTKGESVEPL
APSSKSTSGCTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNS
GALTSGVHTFPAVLOSSGLYSL3SVVTVPSSS
LGETOTYICNVNHKEPSNTKVDKEKVEPKSCDKTH
TCPPCPAPELLGGFSVFLEFPPKPKDTLMI SRT
PEVTCVYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLIVLHQDWLNGKEYK
CEKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

18

201C15-zu

Lant ugor

340

DIOMTQSESTLSASVGDRVTITCQASESIYRY
LAWYQQKPGKAPKLLIYDTSTLASGVPSRESG
SG3GTEFTLTISSLOCDDAATYYCQGGYYADS
YGIAFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQL

KSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSG
NSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLISPVTKSEFNRGEC

19

346C6-xi

Lant greu

341

QSVEESGGRLVKPDESLTLTCTASGFSLSSYA
MIWVROAPGEGLEWIGTISTGGITYYASWAKG
RETISKTSTTVDLKITSPTTEDTATYFCARGG
YAASSAYYLPYYFDLWGQGTLVIVSSASTKGE
SVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLY SLSSVVT
VES3SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKS
CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTL
MISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GEKEYKCKVENKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTEFPVLDSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQOGNYVESCSVMHEALHNEYTQRSLSL
SPGK

20

346C6-xi

Lant ugor

342

AAVLTQTPSPVSAAVGGETVTISCQSSQSVYNN
NNLAWFQQKPGOPPKLLIYLASTLASGVPSRE
SGSGSCTQFTLTISGYQCDDAATYYCLGGCED
DADTFAFGGGTEVVVEKRIVAAPSVEIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNEFYPREARKVOWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHEKVYACEVTHQGLSSFPVTKSENRGEC

21

346C6-zu

Lant greu

343

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGESLSSY
AMIWVRQAPGKGLEWIGTISTGGITYYASWAK
GRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCA
RGGYAASSAYYLPYYFDLWGOGTLVTVSSAST
KGEFSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVEDYFFPE
PYTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKFPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD
GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAFPTEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPEPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKS

LSLSEGK
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mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de aminoacizi

22 1346C6-zu

Lant ugor

344

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQSSQSVYNN
NNLAWYQQKPGKVPKLLIYLASTLASGVPSRF
SGSGSGTDETLTISSLOCEDAATYY CLGGCDD
DADTFAFGGGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNEYPFREAKVOQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHEVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

Tabelul 9. Secventele de acid nucleic care codifici lanturi Ig mAb de lungime completi*

mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

1 |MORADB-003

Lant greu

345

GAGGTCCAACTGGTGGAGAGCGGTGGAGGTGTT
GTGCAACCTGGCCGGTCCCTGCGCCTGTCCTGC
TCCGCATCTGGCTTCACCTTCAGCGGCTATGGG
TTGTCTITGGGTGAGACAGGCACCTGGAAAAGGET
CTTGAGTGGGTTGCAATGATTAGTAGTGGTGGET
AGTTATACCTACTATGCAGACAGTGTGAAGGSET
AGATTTGCAATATCGCGAGACAACGCCAAGAAC
ACATTGTTCCTGCAAATGCACAGCCTCAGALCC
GAAGACACCGGGGETCTATTTTTGTGCAAGACAT
GGGGACGATCCCGCCTGGTTCGCTTATTGGGGEC
CAAGGGACCCCGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCC
TCCTCCAAGAGCACCTCTGGGEGGCACAGCGGCC
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAA
CCGETGACGGTGTCETGGAACT CAGGCGCCCTG
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGLGTG
GTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCARA
TCTTGTGACAAARCTCACACATGCCCACCGTGC
CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTC
TTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGCACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTGCGACGGCGETGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAARAGCCGCGGGAGGAGCAG
TACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTC
CCAGCCCCCATCGAGARAAACCATCTCCAARAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACC
CTGCCCCCATCCCGGGATCAGCTGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTC
TATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGCAGAACAACTACAAGACCACG
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Lant IgG

Secventa de acid nucleic

CCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
TTATATTCAAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAG
AAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGAAATGA

MORADb-003

Lant ugor

GACATCCAGCTGACCCAGAGCCCAAGCAGCCTG
AGCGCCAGCGTGGGTGACAGAGTGACCATCACC
TGTAGTGTCAGCTCAAGTATAAGTTCCAACARAC
TTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGTAAGGCT
CCAAAGCCATGGATCTACGGCACATCCAACCTG
GCTTCTGGTGTGUCAAGCAGATTCAGCGGTAGC
GGTAGCGGTACCGACTACACCTTCACCATCAGC
AGCCTCCAGCCAGAGGACATCGCCACCTACTAC
TGCCAACAGTGGAGTAGTTACCCGTACATGTAC
ACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCALA
CGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTC
CCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGEGTAACT CCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACARAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACA
AAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAA

MORADb-009

Lant greu

45
ID. SECV. NR.
346
347

CAGGTACAACTGCAGCAGTCTGGGCCTGAGCTG
GAGAAGCCTGGCGCTTCAGTGAAGATATCCTGC
AAGGCTTCTGGTTACTCATTCACTGGCTACACC
ATGAACTGGGTGAAGCAGAGCCATGGARAAGAGC
CTTGAGTGGATTGGACTTATTACTCCTTACAAT
GGTGCTTCTAGCTACAACCAGAAGTTCAGGGGC
AAGGCCACATTAACTGTAGACAAGTCATCCAGC
ACAGCCTACATGGACCTCCTCAGTCTGACATCT
GAAGACTCTGCAGTCTATTTCTGTGCAAGGGGG
GGTTACGACGGGAGGGGTTTTGACTACTGGGGA
TCCGGGACCCCGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCC
ACCAAGGGCCCATCGGETCTTCCCCCTGGLACCC
TCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCC

CTGGGCTGCCTGETCAAGCGACTACTTCCCCGAA
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46

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

CCGETGACGGTGTCETGGAACTCAGGCGECCCTE
ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTG
GTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAG
ACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGCGACAAGAAAGTTGAGCCCARA
TCTTGTGACAAARCTCACACATGCCCACCGTGC
CCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTC
TTCCTCTTCCCCCCAAARACCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAG
TACAACAGCACGTACCGTGTGGETCAGCGTCCTC
ACCGTCCTGCACCAGGACT GGCTGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAAGCLCTC
CCAGCCCCCATCGAGAARACCATCTCCAAAGCC
AARMGGGCAGCCCCCCAGAACCACAGCTGTACALCC
CTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTC
TATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGE
TGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAG
AAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGARATGA

MORADb-009

Lant ugor

348

GACATCGAGCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATG
TCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACC
TGCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCAC
TGGTACCAGCAGRAGTCAGGCACCTCCCCCAAA
AGATGGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCT
GGAGTCCCAGGTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCT
GCAAACTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCCTG
GAGGCTGAAGATGATGCAACTTATTACTGCCAG
CAGTGGAGTAAGCACCCTCTCACGTTCGGATCC
GGCACCAAGGTGCAAATCAARCGAACTGTGCCT
GCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGAT

GAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTG
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47

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

TGCCTGUTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC
AAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAA
TCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG
GACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGC
ACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAR
CACAAAGCTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCETCACAAAGAGCTTCAAC

AGGGGAGAGTGTTAA

33011-xi

Lant greu

349

CAGTCGGTGGAGGAGTCCGGEEGGTCGCCTGGTC
ACGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCACC
GTCTCTGGAATCTCCCTCAGTAGCGATGCAATA
AGCTGGGETCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTC
GAATACATCGGAATCATTAATGGTGGTGGTAAC
ACATACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGCCGATTC
ACCATCTCCAAMDACCTCGACCACGGTGGATCTG
AAAATCACCAGTCCGACAACCGAGGACACGGCC
ACCTATTTCTGTGCCAGAGGCATTCAACATGGET
GGTGGTAATAGTGATTATTATTATTACGGCATG
GACCTCTGGGGCCCAGGCACCCTGGTCACTGTC
TCTTCAGCATCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTCEG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGAC
TACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCCCTGACCAGCSGCGTGCACACCTTC
CCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
CTCAGCAGCGTGCTGACCGTGCCCTCCAGCAGC
TTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAAT
CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGARA
GTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAALRCTCACACA
TGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGEE
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAARACCC
AAGCACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTCAG
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
GGCGTGCAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCG
CGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTG
GTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGE
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAMACC
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Lant IgG

Secventa de acid nucleic

ATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCA
CAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAG
CTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTG
GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTG
GAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAAL
TACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGAC
GGCTCCTTCTTCTTATATT CARAGCTCACCGTG
GACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTC
TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAAC
CACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCC
GGGAAMTGA

33011-xi

Lant ugor

GAAGTGTTGATGACCCAGACTCCATCCTCCGTG
TCTGCAGCTGTGGGAGACACAGTCACCATCAAG
TGCCAGGCCAGTCAGAGCATTAGTAGTGTCTTG
TCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCC
AAGCTCCTGATCTATCTGGCATCCACTCTGGCA
TCTGGGGTCCCATCGUCGGTTCAGCGGCAGTAGA
TCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGAC
CTGGAGTGTGACGATGCTGCCACTTACTACTGT
CAAACCAATTATGGTACTAGTAGTAGTAATTAT
GGTTTIGCTTTCGGCGGAGGGACCGAGGTGGTC
GTCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT
GGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCARAGTACAGTGGAAG
GTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC
AAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCC
GTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

33011-zu

Lant greu

48
ID. SECV. NR.
350
351

GAACTCCAACTGCTGGAAAGCGGGCCAGGACTG
GTGCAGCCGGGCGGATCCCTCCGGCTGTCATGT
GCTGCATCGGGAATTTCCCTCTCCTCCGACGCG
ATTAGCTGGGTCAGACAGGCCCCCGGAAAGGGS
CTGGAGTACATCGGTATCATCAACGGCGGCGEA
AACACCTACTACGCCTCCTGGGCCAAGGGLCGC
TTCACCATCTCGCGGCATAATTCCAAGAACACT

CTGTACTTGCAAATCGAACTCCCTGAGGGCCGAG
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49

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

GACACCGCCGTGTACTACTGCGCGCGCEGCATC
CAGCACGGTGGTGGAAACAGCGACTACTACTAC
TATGGGATGGATCTGTGGGGCCAGGGAACTCTT
GTGACCGTGTCGTCAGCATCCACCAAGGGCCCA
TCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGC
ACCTCTGGEGGGCACAGCGGCCCTGEGEGCTGCCTG
GTCAAGCGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTG
CACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGA
CTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGC
AACCTGAATCACAAGCCCAGCAACRCCAAGGTG
GACAAGAAAGTTGAGCCCARATCTTGTGACARA
ACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAR
CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCC
CCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGG
TACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACARAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACG
TACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCAC
CAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC
AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATC
GAGAAMACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCC
CGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCC
CGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC
ATCGCCGETGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCG
GAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGETGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCTTATATT CAAAG
CTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGEG
AACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT
CTGCACAARCCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCCGGGARATGA

33011-zu

Lant ugor

352

GACATTCAGATGACCCAGTCCCCAAGCTCGCTG
TCCGCCTCCGTGGGCGACCGCGTGACCATCACG
TGCCAGGCCTCCCAGTCAATTAGCAGCGTGCTC
TCCTGGTACCAACAGAAGCUGGGGAAAGCACCC
AAGCTGCTCATCTACTTGGCCTCCACTCTGGCC
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50

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

TCGGEGAGTGCCTTCACGGTTCTCCGGATCGGGA
TCTGGTACTGATTTCACCCTCACCATCTCGAGC
CTTCAGTGCGAGGACATCGCTACTTACTATTGT
CAAACCAACTACGGAACCTCCAGCTCCAACTAC
GGCTTTGCCTTCGGTGGCGGGACCAAGGTCGAA
ATCARACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT
GGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGT GGAAG
GTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC
AAAGCAGACTACGAGAAACACARAAGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCC
GTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

111B10-xi

Lant greu

353

CAGTCGGTGGAGGAGTCCGGEEGGTCGCCTGGTC
ACGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCACA
GICTCTIGGATTCTCCCTCAATAACTATGCAATG
AGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTG
GAATGGATCGGATCCATTAGTACTGGTGGTCTC
GCATTCTACGCGAACTGGGCARAAGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGTGGATCTG
AAARTGACCAGTCTGACAACCGAGGACACGGCC
ACCTATTTCTGTGGCAGAAATGGTGGTGGTAGT
TATATTTTCTATTATTTTGACTTGTGGGGCCAA
GGCACCCTCGTCACTGTCTCTTCAGCATCCACC
AAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCC
TCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCG
GTGACGGTGTCGTGGAACT CAGGCGCCCTGACC
AGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAG
TCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTG
ACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACC
TACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAAC
ACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCT
TGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCA
GCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTC
CTCTTCCCCCCARAACCCAAGGACACCCTCATG
ATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGETGGETG
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Lant IgG

Secventa de acid nucleic

GTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGETCAAG
TTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACARAAGCCGCGGGAGGAGCAGTAC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAG
TACAAGT GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCA
GCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG
GTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTAT
CCCAGCGACATCGCCGTGGAGT GGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCT
CCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCTTA
TATTCARAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCCTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAG
AGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGARAATGA

10

111B10-xi

Lant ugor

GCATTCGAATTGACCCAGACTCCATCCTCCGTG
GAGGCAGCTGTGGGAGGCACAATCACCATCAAG
TGCCAGGCCAGT CAGAGCATTAGTAGTTACTTA
TCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCC
AAGCTCCTGATCTATTCTGCATCCACTCTGGCA
TCTGGGCTCTCATCGCGGTTCAAAGGCAGTGGA
TCTGGGACAGAGTACACTCTCACCATCAGCGAC
CTGGAGTGTGCCGATGCTGCCACTTACTTCTGT
CAAAGCTATTATGATATTGGETACTAGTACTTTC
GGCGGAGGGACCGAGGTGGTCGTCAAACGAACT
GIGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGA
GAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCC
CTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACA
GAGCAGCGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTC
AGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTAC
GAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

11

111B10-zu

Lant greu

51
ID. SECV. NR.
354
355

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGACTG

GTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCTTGT
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52

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

GUCGCCTCCGGCTTCTCCCTGAACAALTATGCC
ATGTCCTGGEGTGCGACAGGCCCCTGGCAAAGGC
CTGGAATGGATCGGCTCCATCAGCACAGGTIGGC
CTGGCCTTCTACGCCAATTGGGCCAAGGGICGG
TTCACCATCAGCCGGGACAACTCCAAGAATACC
CTGTACCTCCAGATGAACTCCCTGUGEGCIGAG
GACACCGCCGTGTACTACTGTGCCAGRAATIGGC
GGAGGCTCCTACATCTTCTACTACTTCGATICTG
TGGGGCCAGGGCACCCTCGTGACAGTGTCATCT
GCATCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTC
GCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACA
GCGGCCCTGGGCTGCCUGGTCAAGGACTAZTTC
CCCGARACCGGTGACGETGTCGTGGAACTCAGGC
GCCCTGACCAGCGGUGETGCACACCTTLCCEGLT
GTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTIAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTSGGT
ACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCATAAG
CCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAG
CCCAARATCTTGTGACAARACTCACACATGICCA
CCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAMCCCAASGAC
ACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA
TGCGETGGTGETGEACGTGAGCCACGAAGATCCT
GAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGIGTG
GAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGEGAG
GAGCAGTACARCAGCACGTACCETGTGGTIAGE
GTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGECTGAAT
GGCAAGGAGTACAAGTGCARAGGTCTCCAATARA
GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATITCC
ARAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGETG
TACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTSACC
AAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTIARA
GGCTTCTATCCCAGCCGACATCGCCGTGGASTGG
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTAZAAG
ACCACGCCICCCGE I GUIGGACTCCEACGGTTCC
TTCTTCTTATATTCARAGCTCACCGTGGAZARAG
AGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAZTAC

ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGARA

TGA
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53

mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

12

111B10-zu

Lant ugor

356

GATATTCAGATGACCCAGTCCCCCTCCAGCCTG
TCCGCTTCTGTGGGCGACAGAGTGACCATCACC
TGTCAGGCCTCCCAGTCCATCTCCTCCTACCTG
TCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCTACTCTGCCTCCACACTGGCC
TCCGGCCTGCCCTCTAGATTCTCCGGCTCTGGC
TCTGGCACCGACTTTACCCTGACCATCAGCTCC
CTCCAGTGCGAGGATGCCGCCACCTACTACTGC
CAGTCCTACTACGACATCGGCACCTCCACCTTC
GGCGGAGGCACCAAGGTGGAAATCAAACGAACT
GIGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCA
TCTGATGAGCAGTTGAAAT CTGGAACTGCCTCT
GTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGA
GAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCC
CTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACA
GAGCAGCGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTC
AGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTAC
GAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACC
CATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

13

201C15-xi

Lant greu

357

CAGTCAGTGAAGGAGTCCGGGEGGTCGCCTGGTC
ACGCCTGGGACACCCCTGACACTCACCTGCACA
GTCTCTGGAATCGACCTCAGTAGCTATGCAATG
GGCTGCTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGLTG
GAATACATCGGAACCATTAATATTGGTGGTCGC
GTATATTACGCGAGCTGGGCAARAAGGCCGATTC
ACCATCTCCAGAACCTCGACCACGGTGGATCTG
ARAGCGCCCAGTCTGACAGCCGAGGACACGGCC
ACCTATTTCTGTGCCAGATATTATAATGGTGGET
AGTTATGACATCTGGGGCCCAGGCACCCTGGTC
ACCGTCTCTTTAGCATCCACCAAGGGCCCATCG
GTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACC
TCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACT CAGGCGCCCTGACCAGCGGCGETGCAC
ACCTTCCCGGCTOTCCTACAGTCCTCAGGALCTC
TACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCC

AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
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54

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGETGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAARACT
CACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC
CTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AMAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACA
AAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GICTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGCTACACCCTGCCCCCATCCCEG
GATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACT
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGCGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCTTATATTCAAAGCTC
ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAAC
GTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTG
TCTCCCEGGAAATGA

14

201C15-xi

Lant ugor

358

GATGTTGTGATGACCCAGACTCCAGCCTCCGCG
TCTGAACCTGTGGGAGGCACAGTCACCATCAAG
TGCCAGGCCAGTGAGAGCATTTATCGCGTATTG
GCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGCAGCCTCCC
AAGCTCCTGATCTATGATACATCCACTCTGGCA
TCTGGGGCCCCATCGCGGTTCAAAGGCAGTGGA
TATGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCGGC
GTGCAGTGTGAAGATGCTGCCACTTACTACTGT
CAMCGCGGTTATTATGCTCATAGTTATGGTATT
GCTTTCGGUGGAGGGACCGAGGTGGTGGTCARA
CGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTC
CCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGGTAACT CCCAGGAGAGT
GTCACAGCAGCAGCGACAGCAAGGACAGCACCTAC

AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACA

AAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA
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55

mAb

Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

15

201C15-zu

Lant greu

359

CAGGTGCAGCTGGTGGAAT CTGGCGGAGGACTG
GTGCAGCCTGGCGGCTCTCTGAGACTGTCCTGT
TCCGCCTCCGGRATCGACCTGTCCTCCTACGCT
ATGGGCTGGGTGCGACAGGCTCCTGGCAAGGEC
CTGGAGTACATCGGCACCATCAACATCGGCGGEC
AGAGTGTACTACGCCTCCTGGGCCAAGGGCLGE
TTCACCATCTCCAGAGACAACTCCRAGAACACC
CTGTACCTCCAGATGAACTCCCTGCGGGCCGAG
GACACCGCCGTGTACTACTGCGCCCGGTACTAC
AACGGCGGCTCCTACGATATCTGGGGCCAGGGT
ACACTCGTGACCGTGTCCTCTGCATCCACCAAG
GGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCC
AACAGCACCTCTGGGGGCACAGCGECCCTGGEC
TGCCTGCTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTG
ACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGC
GGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCC
TCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCETGETGALC
GTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTAC
ATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACC
AAGCTGCACAAGAAAGTTCAGCCCAAATCTTGCT
GACAAMACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAACTCCTGGEGGEGACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTG
GACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAAT
GCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTCTGGTCAGCGTCCTCACCCTC
CTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCC
CCCATCGAGAAARCCATCTCCAAAGCCAAAGGS
CAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTC
AGCCTGACCTGCCTGGETCAAAGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCCCTGGAGTGGGAGAGCAATGGEG

CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCC
GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCTTATAT
TCARAAGCTCACCGT GGACAAGAGCAGGTGGCAG
CAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCAT
GAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGC

CTCTCCCTGTCTCCCEGGARATGA
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mAb

Lant IgG

Secventa de acid nucleic

16

201C15-zu

Lant ugor

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCCTCCACCCTG
TCTGCCTCTGTGGGCGACAGAGTGACCATCACC
TGTCAGGCCTCCGAGTCCATCTACCGGGTGCTG
GCCTGGTATCAGCAGAAGCCTGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCTACGACACCAGCACACTGGCC
TCCGGCCTGCCCTCTAGATTCTCCGGCTCTGGC
TCTGGCACCGAGTTTACCCTGACCATCTCCAGC
CTCCAGTGCGACGACGCCGCCACCTACTATTGT
CAGGGCGGCTACTACGCCGACTCCTACGGAATC
GCTTTCGGUGGAGGCACCAAGGTGGAAATCARA
CGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTC
CCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTAT
CCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGEGTAACT CCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTAC
AGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCA
GACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAA
GTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACA
AAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

17

346C6-xi

Lant greu

56
ID. SECV. NR.
360
361

CAGTCGGTGGAGGAGTCCGGCGGTCGCCTGGTA
AAGCCTGACGAATCCCTGACACTCACCTGCACA
GCCTCTGGATTCTCCCTCAGTAGTTATGCAATG
ATCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGGAGGGGCTG
GAATGGATCGGAACCATTAGTACTGGTGGTATC
ACATACTACGCGAGCTGGGCGAAAGGCCGATTC
ACCATCTCCAARAACCTCGACCACGGTGGATCTG
AAAATCACCAGTCCGACAACCGAGGACACGGCC
ACCTATTTCTGETGCCAGAGGGGGATATGCTGCT
AGTAGTGCTTATTATCTCCCGTACTACTTTGAC
TTGTGGGGCCAAGGGACCCTGGTCACCGETCTCC
TCAGCATCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC
CTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGET
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Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

ACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTAC
TTCCCCCAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCG
GCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTG
GGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTT
GAGCCCAAATCTTGTGACAARAACTCACACATGC
CCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAG
GACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACATGCGTGGTGCETGGACGTGAGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGC
GTGGAGGTGCATAATGCCAAGACARAGCCGCGG
GAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGLTG
AATGGCAAGGAGTACAAGT GCAAGGTCTCCAAC
AMRAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAARACCATC
TCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCUGAGAACCACAG
GTCTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGLTG
ACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTC
AAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAG
TGGGAGAGCAAT GGGCAGCCGGAGARACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGC
TCCTTCTTCTTATATTCAAAGCTCACCGTGGAC
AAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCA
TGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGEG
AAATGA

18

346C6-xi

Lant ugor

362

GCAGCCGTGCTGACCCAGACACCATCACCCGTS
TCTGCAGCTGTGGGAGGCACAGT CACCATCAGT
TGCCAGTCCAGTCAGAGTGTTTATAATAATAAC
AACTTAGCCTGGTTTCAGCAGAANMCCCGGGCAG
CCTCCCAAGCTTCTGATCTATCTGGCATCCACT
CTGGCATCTGGGGTCCCATCACGGTTCAGCGGL
AGTGGATCTGGGACACACTTCACTCTCACCATC
AGCGGCGTGCAGTGTGACGATGCTGCCACTTAT
TACTGTCTAGGTGGTTGTGATGATGATGCTGAT
ACTTTTGCTTTCGGCGCAGGGACTGAGGTGGTS
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Lant IgG

ID. SECV. NR.

Secventa de acid nucleic

GTCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT
GGAACTGCCTCTGTTETGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAARAGTACAGTGGAAG
GTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC
AAAGCAGACTACGAGAAACACARAGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCC
GTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

19

346C6-zu

Lant greu

363

GAAGTGCAGCTGGTGGAATCTGGCGGCGGACTG
GTGCAGCCTGGCGGATCTCTGAGACTGTCTTGT
GCCGCCTCCGGECTTCTCCCTGTCCTCCTACGCT
ATGATCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGCAAGGGC
CTGGAATGGATCGGCACCATCTCTACCGGCGGA
ATTACCTACTACGCCTCCTGGGCCAAGGGCLGE
TTCACCATCTCCAGAGACAACTCCAAGAACACC
CTGTACCTCCAGATGAACTCCCTGCGGGCCGAG
GACACCGCCGTGTACTATTGTGCTAGAGGCGGT
TACGCCGCCAGCTCCGCTTACTACCTGCCCTAC
TACTTCGACCTGTGGGGCCAGGGCACCCTCGTG
ACAGTGTCATCTGCATCCACCAAGGGCCCATCG
GTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACT
TCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTC
AAGCACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACT CAGGCGCCCTGACCAGCGGCGETGCAC
ACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTC
TACTCCCTCAGCAGCGETGGTGACCGTGCCCTCC
AGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAAC
GTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAARACT
CACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTC
CTGGGGGEGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGUCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACA
AAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGETCAGCETCCTCACCGTCCTGCACCAG




10

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

59

mAb Lant IgG |[ID. SECV. NR. |Secventa de acid nucleic

GACTGGCTGAAT GGCAAGGAGTACARAGT GCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAG
AAARCCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGG
GATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGALCC
TGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAG
AACAACTACAMGACCACGCCTCCCGTGCTGGAC
TCCGACGGCTCCTTCTTCTTATATTCAAAGCTC
ACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGARAC
GTCTTCTCATGCTCCETGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTG
TCTCCCEGGAAATGA

20 [346C6-zu Lant usor |364 GATATTCAGATGACCCAGTCCCCCTCCAGCCTG
o TCCGCTTCTGTGGGCGACAGAGTGACCATCACC
TGTCAGTCCTCCCAGTCCGTGTATAACAACAAC
AACCTGGCCTGGTATCAGCAGARACCCGGCAAG
GTGCCCAAGCTGCTGATCTACCTGGCCTCCACA
CTGGCCTCTGGCGTGCCCTCTAGATTCTCCGGC
TCTGGCTCTGGCACCGACTTTACCCTGACCATC
AGCTCCCTCCAGTGCGAGGATGCCGCCACCTAC
TATTGCCTGGGCGGCTGCGACGACGACGCCGAT
ACCTTTGCTTTTGGCGGAGGCACCAAGGTGGAA
ATCARAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCT
GGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAMG
GTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGCAGTGTCACAGAGCAGCACAGCAAGGACAGC
ACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGC
AAAGCAGACTACGAGAAACACARARGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCC
GTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTGA

* Secventele de acid nucleic enumerate nu includ secvente lider.

Asa cum se descrie in acest document, un ADC facut cunoscut in acest document poate
cuprinde orice set de domenii variabile ale lanfului greu si usor enumerate in tabelele de mai sus
(de exemplu, domenii variabile ale lanfului greu si usor ale MORADb-003, sau domenii variabile ale
lantului greu si usor ale trastuzumab), sau setul din sase secvente CDR din setul de lant greu si
usor. Asa cum se descrie in acest document, ADC-ul cuprinde in continuare domenii constante ale
lantului greu si usor uman sau fragmente ale acestora. De exemplu, ADC-ul poate cuprinde un
domeniu constant al lantului greu de IgG uman (cum ar fi o IgGl) si un domeniu constant al
lantului usor kappa sau lambda uman. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila
de anticorp a ADC-urilor descrise cuprinde un domeniu constant al lanfului greu de
imunoglobulind G subtipul 1 (IgG1) uman cu un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig
umana.

Asa cum se descrie in acest document, antigenul de cancer {intd pentru un ADC este
receptorul alfa al folatului ("FRA™).
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Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde trei CDR-uri ale lanfului greu si trei CDR-uri ale lanfului usor dupa
cum urmeaza: CDRI1 a lanfului greu (HCDR1) constituitd din ID. SECV. NR.: 2, CDR2 a lantului
greu (HCDR?2) constituitd din ID. SECV. NR.: 3, CDR3 a lanfului greu (HCDR3) constituita din
ID. SECV. NR.: 4; CDRI a lantului usor (LCDR1) constituitd din ID. SECV. NR.: 7, CDR2 a
lantului usor (LCDR2) constituitd din ID. SECV. NR.: 8, si CDR3 a lantului usor (LCDR3)
constituitd din ID. SECV. NR.: 9, asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat (Kabat,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md.
(1987 si 1991))).

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde trei CDR-uri ale lanfului greu si trei CDR-uri ale lanfului usor dupa
cum urmeazd: CDR1 a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 13, CDR2 a lantului greu
constituitd din ID. SECV. NR.: 14, CDR3 a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 15;
CDR1 a lanfului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 16, CDR2 a lanfului usor constituitd din ID.
SECV. NR.: 17, si CDR3 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 18, asa cum este definit
de sistemul de numerotare IMGT (International ImMunoGeneTics Information System (IMGT®)).

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde o regiune variabild a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a lantului usor care cuprinde secventa
de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-
FRA sau fragmentul de legare la antigen al acestuia cuprinde secventa de aminoacizi a regiunii
variabile a lantului greu avand ID. SECV. NR.: 23 si secventa de aminoacizi a regiunii variabile a
lantului usor avand ID. SECV. NR.: 24, sau secvente care sunt cel putin 95% identic cu secventele
mentionate mai sus. Asa cum se descrie In acest document, anticorpul anti-FRA sau fragmentul de
legare la antigen al acestuia are o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lantului greu, care
este cel putin 96%, cel putin 97%, cel putin 98%, sau cel putin 99% identica cu ID. SECV. NR.:
23 si o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a lanfului usor care este cel pufin 96%, cel putin
97%, cel putin 98%, sau cel putin 99% identica cu ID. SECV. NR.: 24.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA cuprinde un domeniu constant
al lanfului greu de IgG1 umand cu un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig umana.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA cuprinde secventa de
aminoacizi a lantului greu avand ID. SECV. NR.: 1 sau o secventd care este cel putin 95% identicd
cu ID. SECV. NR.: 1, si secventa de aminoacizi a lanfului usor avind ID. SECV. NR.: 6 sau o
secven{d care este cel putin 95% identicd cu ID. SECV. NR.: 6. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul cuprinde secventa de aminoacizi a lantului greu avand ID. SECV. NR.: 1 si
secventa de aminoacizi a lantului usor avand ID. SECV. NR.: 6, sau secvente care sunt cel putin
95% identice cu secventele mentionate mai sus. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul
anti-FRA are o secventd de aminoacizi a lantului greu care este cel putin 96%, cel putin 97%, cel
putin 98%, sau cel putin 99% identicd cu ID. SECV. NR.: 1 si/sau o secventd de aminoacizi a
lantului usor care este cel putin 96%, cel putin 97%, cel pufin 98%, sau cel putin 99% identicd cu
ID. SECV. NR.: 6. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA cuprinde un lant
greu codificat de secventa de nucleotide avand ID. SECV. NR.: 11 (cu nucleotidele care codifica
secventa lider), sau ID. SECV. NR.: 345 (fara nucleotidele care codificd secventa lider); si un lant
usor codificat de secventa de nucleotide avand ID. SECV. NR.: 12 (cu nucleotidele care codifica
secventa lider), sau ID. SECV. NR.: 346 (fard nucleotidele care codificd secventa lider). Asa cum
se descrie in acest document, secventei de aminoacizi a lanfului greu ii lipseste lizina C-terminald.
Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA are secventa de aminoacizi a
anticorpului produs de o linie celulard depozitatd in conditii in conformitate cu Tratatul de la
Budapesta cu American Type Culture Collection (ATCC, 10801 University Blvd., Manassas, Va.
20110 - 2209) in 24 aprilie 2006, sub numirul de acces PTA-7552, sau astfel de secvente lipsite de
lizina C-terminald a lantului greu. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA este
MORADb-003 (nume USAN: farletuzumab) (Ebel si colab., (2007) Cancer Immunity 7: 6), sau un
fragment de legare la antigen al acestuia.

Asa cum se descrie in acest document, antigenul de cancer {intd pentru un ADC este
receptorul factorului de crestere epidermicd uman 2 ("her2").

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde trei CDR-uri ale lanfului greu si trei CDR-uri ale lanfului usor dupa
cum urmeazd: CDRI1 a lantului greu (HCDR1) constituitd din ID. SECV. NR.: 71, CDR2 a
lantului greu (HCDR2) constituitd din ID. SECV. NR.: 72, CDR3 a lantului greu (HCDR3)
constituitd din ID. SECV. NR.: 73; CDRI a lantului usor (LCDR1) constituitd din ID. SECV. NR.:
74, CDR2 a lantului usor (LCDR2) constituitd din ID. SECV. NR.: 75, si CDR3 a lantului usor
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(LCDR3) constituitd din ID. SECV. NR.: 76, asa cum este definit de sistemul de numerotare
Kabat.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde trei CDR-uri ale lanfului greu si trei CDR-uri ale lanfului usor dupa
cum urmeazd: CDRI a lantului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 191, CDR2 a lantului greu
constituitd din ID. SECV. NR.: 192, CDR3 a lanfului greu constituitd din ID. SECV. NR.: 193;
CDR1 a lantului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 194, CDR2 a lan{ului usor constituitd din ID.
SECV. NR.: 195, si CDR3 a lan{ului usor constituitd din ID. SECV. NR.: 196, asa cum este definit
de sistemul de numerotare IMGT.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde o regiune variabild a lantului greu care cuprinde secventa de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 27, si o regiune variabild a lantului usor care cuprinde secventa
de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 28. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-
her2 sau fragmentul de legare la antigen al acestuia cuprinde secventa de aminoacizi a regiunii
variabile a lantului greu avand ID. SECV. NR.: 27 si secventa de aminoacizi a regiunii variabile a
lantului usor avand ID. SECV. NR.: 28, sau secvente care sunt cel putin 95% identice cu
secventele mentionate mai sus. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia are o secventd de aminoacizi a regiunii variabile a
lantului greu care este cel pufin 96%, cel putin 97%, cel putin 98%, sau cel putin 99% identici cu
ID. SECV. NR.: 27 si/sau o secventa de aminoacizi a regiunii variabile a lantului usor care este cel
putin 96%, cel pufin 97%, cel putin 98%, sau cel putin 99% identica cu ID. SECV. NR.: 28.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 cuprinde un domeniu constant
al lanfului greu de IgG1 umana si un domeniu constant al lanfului usor kappa de Ig umana.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 cuprinde secventa de
aminoacizi a lantului greu avand ID. SECV. NR.: 327 sau o secventd care este cel putin 95%
identicd cu ID. SECV. NR.: 327, si secventa de aminoacizi a lantului usor avand ID. SECV. NR.:
328 sau o secventd care este cel putin 95% identicd cu ID. SECV. NR.: 328. Asa cum se descrie in
acest document, anticorpul cuprinde secventa de aminoacizi a lantului greu avand ID. SECV. NR.:
327 si secventa de aminoacizi a lantului usor avand ID. SECV. NR.: 328, sau secvente care sunt
cel putin 95% identice cu secventele menfionate mai sus. Asa cum se descrie in acest document,
anticorpul anti-her2 are o secventd de aminoacizi a lantului greu, care este cel putin 96%, cel pufin
97%, cel putin 98%, sau cel putin 99% identicd cu ID. SECV. NR.: 327 si o secventd de
aminoacizi a lantului usor care este cel putin 96%, cel putin 97%, cel pufin 98%, sau cel putin 99%
identicd cu ID. SECV. NR.: 328. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 este
trastuzumab, sau un fragment de legare la antigen al acestuia.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-FRA sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde cele trei CDR-uri ale lantului greu si cele trei CDR-uri ale lantului
usor ale MORADb-003 sau in care CDR-urile includ nu mai mult de una, doud, trei, patru, cinci, sau
sase aditii, deletii sau substitutii de aminoacizi ale HCDR1 (ID. SECV. NR.: 2 in conformitate cu
Kabat, sau ID. SECV. NR.: 13 in conformitate cu IMGT), HCDR2 (ID. SECV. NR.: 3 in
conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 14 in conformitate cu IMGT), HCDR3 (ID. SECV.
NR.: 4 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 15 in conformitate cu IMGT); LCDRI1 (ID.
SECV. NR.: 7 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 16 in conformitate cu IMGT),
LCDR2 (ID. SECV. NR.: 8 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 17 in conformitate cu
IMGT), si LCDR3 (ID. SECV. NR.: 9 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 18 in
conformitate cu IMGT).

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul anti-her2 sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia cuprinde cele trei CDR-uri ale lantului greu si cele trei CDR-uri ale lantului
usor ale trastuzumab sau in care CDR-urile includ nu mai mult de una, doud, trei, patru, cinci, sau
sase aditii, deletii sau substitutii de aminoacizi ale HCDR1 (ID. SECV. NR.: 71 in conformitate cu
Kabat, sau ID. SECV. NR.: 191 in conformitate cu IMGT), HCDR2 (ID. SECV. NR.: 72 in
conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 192 in conformitate cu IMGT), HCDR3 (ID. SECV.
NR.: 73 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 193 in conformitate cu IMGT); LCDR1
(ID. SECV. NR.: 74 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 194 in conformitate cu IMGT),
LCDR2 (ID. SECV. NR.: 75 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 195 in conformitate
cu IMGT), si LCDR3 (ID. SECV. NR.: 76 in conformitate cu Kabat, sau ID. SECV. NR.: 196 in
conformitate cu IMGT).

Asa cum se descrie 1n acest document, substitutiile de aminoacizi sunt de reziduuri unice.
Insertiile vor fi, de obicei, de ordinul de la aproximativ 1 pand la aproximativ 20 de reziduuri de
aminoacizi, cu toate ci pot fi tolerate inserfii considerabil mai mari atat timp cat functia biologica
este pastrata (de exemplu, legarea la FRA sau her2). Deletiile variazi de obicei de la aproximativ 1
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pana la aproximativ 20 de reziduuri de aminoacizi, cu toate ci in unele cazuri deletiile pot fi mult
mai mari. Substitutiile, deletiile, insertiile, sau orice combinatic a acestora, pot fi utilizate pentru a
ajunge la un derivat final sau o varianti finali. In general, aceste modificiri sunt ficute pe cativa
aminoacizi pentru a minimiza modificarea moleculei, in particular imunogenicitatea i
specificitatea proteinei de legare la antigen. Cu toate acestea, schimbdri mai mari pot fi tolerate in
anumite circumstante. Inlocuirile conservative sunt ficute in general in conformitate cu
urmdtoarea diagrama descrisd ca Tabelul 10.

Tabelul 10

Reziduu original Substitutii cu titlu de exemplu
Ala Ser

Arg Lys

Asn Gln, His

Asp Glu

Cys Ser

Gln Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn, Gln

Ile Leu, Val

Leu Ile, Val

Lys Arg, Gln, Glu
Met Leu, Ile

Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe

Val Ile, Leu

Prin selectarea substitutiilor care sunt mai putin conservative decit cele aritate in Tabelul
10 sunt ficute modificiri substantiale ale functiei sau identititii imunologice. Pentru
exemplificare, pot fi ficute substitutii care afecteazd mai semnificativ: structura structurii
principale polipeptidice in zona alterdrii, pentru exemplificare structura alfa-elicoidala sau de foaie
beta; incircitura sau hidrofobicitatea moleculei la situsul tintd; sau volumul lantului lateral.
Substitutiile care sunt asteptate, in general, s producd cele mai mari modificdri ale proprietifilor
polipeptidei sunt cele in care (a) un reziduu hidrofil, de exemplu, seril sau treonil, este substituit cu
(sau de) un reziduu hidrofob, de exemplu, leucil, izoleucil, fenilalanil, valil sau alanil; (b) o
cisteind sau prolind este substituitd cu (sau de) orice alt reziduu; (c) un reziduu avand un lant
lateral electropozitiv, de exemplu, lizil, arginil, sau histidil, este substituit cu (sau de) un reziduu
electronegativ, de exemplu, glutamil sau aspartil; sau (d) un reziduu avand un lant lateral
voluminos, de exemplu, fenilalanind, este substituit cu (sau de) unul care nu are un lant lateral, de
exemplu, glicind.

Asa cum se descrie in acest document, cind intr-un ADC sunt utilizate secvente variante
de anticorpi, variantele prezinti in mod tipic aceeasi activitate biologica calitativd si vor provoca
acelasi rdspuns imun, desi pot fi selectate, de asemenea, variante pentru a modifica dupd cum este
necesar caracteristicile proteinelor de legare la antigen. Alternativ, varianta poate fi proiectati
astfel incat activitatea biologica a proteinei de legare la antigen este alteratd. Pentru exemplificare,
situsurile de glicozilare pot fi alterate sau eliminate, asa cum a fost discutat in acest document.

Diversi anticorpi pot fi utilizati ca ADC-urile care se utilizeaza in acest document pentru
a {inti celulele canceroase. Asa cum se aratd mai jos, toxinele linker in ADC-urile ficute cunoscute
in acest document sunt surprinzator de eficiente cu diferiti anticorpi care tintesc antigenul tumoral.
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Antigenii adecvafi exprimati pe celule tumorale, dar nu pe celule sinitoase, sau exprimati pe
celule tumorale la un nivel mai inalt decét pe celule sdndtoase, sunt cunoscufi in domeniul de
specialitate, la fel ca si anticorpii directionafi impotriva lor. Acesti anticorpi pot fi utilizati cu
linkerii si toxinele (de exemplu, eribulind) care sun ficute cunoscute in acest document. Asa cum
se descrie in acest document, porfiunea indivizibild de anticorp tinteste FRA. Asa cum se descrie
in acest document, portiunea indivizibila de anticorp care tinteste FRA este MORAb-003. Asa cum
se descrie in acest document, in timp ce linkerii ficufi cunoscuti si toxina (eribulina) sunt sur-
prinzdtor de eficienti cu mai multi anticorpi diferifi care tintesc tumorile, portiunile indivizibile de
anticorp care {intesc FRA, cum ar fi MORAD-003, au furnizat raport medicament:anticorp, tintirea
tumorii, uciderea vecindtdtilor, eficacitatea tratamentului, si ucidere departe de f{intd reduss,
deosebit de imbunatitite. Eficacitatea imbundtatita a tratamentului poate fi misurata in vitro sau in
vivo, si poate include o rata redusd de crestere a tumorii si/sau un volum tumoral redus.

Asa cum se descrie in acest document, sunt utilizafi anticorpi fatd de alte tinte antigene si
oferd cel pufin unele dintre proprietifile functionale favorabile ale unui ADC cuprinzand o
portiune indivizibila de anticorp care tinteste FRA, cum ar fi MORAb-003 (de exemplu, raport
medicament:anticorp imbundtitit, eficacitate a tratamentului imbunititita, ucidere departe de finta
redusd, etc.). Asa cum se descrie in acest document, unele dintre, sau toate aceste proprietifi
functionale favorabile sunt observate atunci cind linkerii ficuti cunoscuti si toxina (eribulina) se
conjugd cu o portiune indivizibild de anticorp care tinteste her2, cum ar fi trastuzumab. Asa cum se
descrie in acest document, portiunea indivizibild de anticorp finteste her2. Asa cum se descrie in
acest document, portiunea indivizibild de anticorp care tinteste her2 este trastuzumab. Asa cum se
descrie in acest document, unele dintre, sau toate aceste proprietiti functionale favorabile sunt
observate atunci cind linkerii ficuti cunoscufi si toxina (eribulina) se conjugd cu o portiune
indivizibild de anticorp care finteste MSLN, cum ar fi MORADb-009. Asa cum se descrie in acest
document, porfiunea indivizibild de anticorp tinteste MSLN. Asa cum se descric in acest
document, portiunea indivizibild de anticorp care tinteste MSLN este MORAb-009.

Linkeri

Asa cum se descric in acest document, linkerul intr-un ADC este stabil in mod
extracelular intr-o manierd suficientd pentru a fi eficient din punct de vedere terapeutic. Asa cum
se descrie in acest document, linkerul este stabil in afara unei celule, astfel incit ADC riméne
intact atunci cand este prezent in conditii extracelulare (de exemplu, inainte de transport sau livrare
intr-o celuld). Termenul "intact", utilizat in contextul unui ADC, inseamnd cd portiunea
indivizibild de anticorp rimine atasatd la portiunea indivizibild de medicament. Asa cum se
utilizeazd in acest document, "stabil", in contextul unui linker sau ADC care cuprinde un linker,
inseamnd ci nu mai mult de 20%, nu mai mult de aproximativ 15%, nu mai mult de aproximativ
10%, nu mai mult de aproximativ 5%, nu mai mult de aproximativ 3%, sau nu mai mult de
aproximativ 1% din linkeri (sau orice procent intre acestea) intr-o probd de ADC este scindat (sau,
in cazul unui ADC global, nu sunt intacte altfel) atunci cand ADC-ul este prezent in conditii
extracelulare.

Daci un linker este stabil in mod extracelular poate fi determinat, pentru exemplificare,
prin includerea unui ADC in plasma pentru o perioadi de timp predeterminatd (de exemplu, 2, 4,
6, 8, 16, sau 24 de ore) si apoi cuantificarea cantitdtii de portiune indivizibild de medicament liberd
prezentd in plasmd. Stabilitatea poate 13sa ADC-ului timp si localizeze si tinteascd celulele
tumorale si si prevind eliberarea prematurd a medicamentului, ceea ce ar putea scidea indicele
terapeutic al ADC-ului prin deteriorarea fird discriminare atat a tesuturilor normale cét si
tumorale. Asa cum se descrie in acest document, linkerul este stabil in afara unei celule tintd si
elibereaza porfiunea indivizibild de medicament din ADC odatd ce ¢ in interiorul celulei, astfel
incat porfiunea indivizibild de medicament se poate lega de tinta sa (de exemplu, la microtubuli).
Astfel, un linker eficient: (i) va mentine propriettile specifice de legare ale portiunii indivizibile
de anticorp; (ii) va permite livrarea, de exemplu, livrarea intracelulard, a portiunii indivizibile de
medicament prin intermediul ataglrii stabile la portiunea indivizibild de anticorp; (iii) va rdmane
stabil si intact pAnd cind ADC a fost transportat sau livrat 1a locul siu tintd; si (iv) va permite
efectul terapeutic, de exemplu, efectul citotoxic, al portiunii indivizibile de medicament dupd
scindare.

Linkerii pot avea impact asupra proprietdtilor fizico-chimice ale unui ADC. Pentru ci
multi agenti citotoxici sunt de naturd hidrofobd, legarea lor la anticorp cu o portiune indivizibila
hidrofoba suplimentard poate duce la agregare. Agregatele ADC sunt insolubile si adesea limiteazi
incdrcarea realizabild a medicamentului pe anticorp, ceea ce poate afecta in mod negativ potenta
ADC-ului. Agregatele proteice ale produselor biologice au fost, in general, de asemenea, legate de
imunogenicitatea crescutd. Asa cum se arati mai jos, linkerii ficuti cunoscuti in acest document au
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ca rezultat ADC-uri cu niveluri de agregare scidzute si niveluri dorite de incircare a
medicamentului.

Un linker poate fi "scindabil” sau "non-scindabil” (Ducry si Stump, Bioconjugate Chem.
(2010) 21: 5 - 13). Linkerii scindabili sunt conceputi si elibereze medicamentul atunci cind sunt
supusi anumitor factori de mediu, de exemplu, atunci cind sunt internalizati in celula tintd, in timp
ce linkerii non-scindabili se bazeaza, in general, pe degradarea portiunii indivizibile de anticorp in
sine.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker care nu poate fi scindat. Asa
cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild de medicament a ADC-ului este eliberatd
prin degradarea portiunii indivizibile de anticorp. Linkerii care nu pot fi scindati tind sa rAmana
asociati covalent cu cel putin un aminoacid al anticorpului si medicamentului la internalizarea de
celula tintd, si degradarea in interiorul celulei tintd. Linkerii care nu pot fi scindati includ in mod
obisnuit o legatura tioeter, care este preparatd prin conjugarea unei grupdri tiol pe medicament sau
anticorp cu o grupare maleimidd sau haloacetamidd pe anticorp sau medicament, respectiv
(Goldmacher si colab., In Cancer Drug Discovery and Development: Antibody-Drug Conjugates
and Immunotoxins (G. L. Phillips ed., Springer, 2013)). Un linker care nu poate fi scindat cu titlu
de exemplu cuprinde tioeter, ciclohexil, 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilat de N-
succinimidil (SMCC), N-hidroxisuccinimidd (NHS), sau una sau mai multe portiuni indivizibile de
polietilen glicol (PEG), de exemplu, 1, 2, 3, 4, 5, sau 6 porfiuni indivizibile PEG. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul care nu poate fi scindat cuprinde (PEG),. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul care nu poate fi scindat cuprinde (PEG)s.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker care poate fi scindat. Un
linker care poate fi scindat se referd la orice linker care cuprinde o portiune indivizibila care poate
fi scindatd. Asa cum este utilizat in acest document, termenul "porfiune indivizibild care poate fi
scindatd" se referd la orice legiturd chimici ce poate fi scindatd. Legdturile chimice ce pot fi
scindate adecvate sunt bine cunoscute in domeniul de specialitate si includ, dar nu sunt limitate la,
legituri labile la acid, legaturi labile la proteazd/peptidaza, legituri fotolabile, legituri de disulfura,
si legdturi labile la esteraza. Linkerii care cuprind o portiune indivizibild care poate fi scindati pot
permite eliberarea porfiunii indivizibile de medicament din ADC prin intermediul scindarii la un
anumit situs in linker. Asa cum se descrie in acest document, scindarea anticorpului de toxina
legata activeazd sau creste activitatea toxinei. Asa cum se descrie in acest document, un ADC care
cuprinde un linker care poate fi scindat (de exemplu, un linker Val-Cit) demonstreaza ucidere a
celulelor la fintd crescutd si/sau ucidere scizutd a celulelor departe de tintd, in comparatie cu un
ADC care cuprinde un linker care nu poate fi scindat (de exemplu, un linker (PEG), sau (PEG)s
care nu poate fi scindat). Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde un linker
care poate fi scindat prezintd eficacitate imbundtititi a tratamentului in raport cu un ADC care
cuprinde un linker care nu poate fi scindat atunci cand celulele si/sau cancerul tratat cu ADC-ul nu
exprimd niveluri ridicate ale antigenului {intd (de exemplu, FRA sau her2). Asa cum se descrie in
acest document, scindarea anticorpului de toxina legatd este necesara pentru a obtine o eficacitate
imbunatititd a tratamentului a unui ADC, asa cum este misurat in vitro si/sau in vivo.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este scindabil in conditii intracelulare,
astfel incat scindarea linkerului elibereazd suficient portiunea indivizibild de medicament de
portiunea indivizibild de anticorp in mediul intracelular pentru a activa medicamentul si/sau a face
medicamentul eficient din punct de vedere terapeutic. Asa cum se descrie in acest document,
portiunea indivizibild de medicament nu este scindati de portiunea indivizibild de anticorp pana
cand ADC-ul nu intrd Intr-o celuld care exprima un antigen specific pentru portiunea indivizibila
de anticorp a ADC-ului, si portiunea indivizibild de medicament este scindatd de portiunea
indivizibild de anticorp la intrarea in celuld. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde o porfiune indivizibila care poate fi scindata care este pozitionata astfel incat nicio parte a
linkerului sau a portiunii indivizibile de anticorp nu riméane legati la porfiunea indivizibild de me-
dicament la scindare. Linkeri scindabili cu titlu de exemplu includ linkeri labili la acid, linkeri
sensibili la proteazi/peptidazi, linkeri fotolabili, linkeri care contin dimetil, disulfurd, sau
sulfonamida.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker sensibil la pH, si este
sensibil 1a hidrolizi la anumite valori ale pH-ului. De obicei, linkerul sensibil la pH este scindabil
in condifii acide. Aceastd strategie de scindare profitd in general de pH-ul mai scizut in
compartimentele intracelulare endozomale (pH ~ 5 - 6) si lizozomale (pH ~ 4,8), in comparatie cu
citosolul (pH ~ 7,4), pentru a declansa hidroliza unei grupdri labile la acid in linker, cum ar fi o
hidrazond (Jain si colab., (2015) Pharm Res, 32: 3526-40). Asa cum se descrie in acest document,
linkerul este un linker labil la acid si/sau hidrolizabil. Pentru exemplificare, poate fi folosit un
linker labil la acid care este hidrolizabil in lizozom, si con{ine o grupare labild la acid (de exemplu,
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o hidrazond, o semicarbazoni, o tiosemicarbazond, o amida cis-aconitica, un ortoester, un acetal,
un ketal, sau altele asemenea). A se vedea, de exemplu, brevetele de inventie U.S. nr. 5.122.368;
5.824.805; 5.622.929; Dubowchik si Walker, (1999) Pharm. Therapeutics, 83: 67 - 123; Neville si
colab., (1989) Biol. Chem., 264: 14653-61. Astfel de linkeri sunt relativ stabili in conditii de pH
neutru, cum ar fi cei din sange, dar sunt instabili la pH sub 5,5 sau 5,0, pH-ul aproximativ al
lizozomului. Asa cum se descrie in acest document, linkerul hidrolizabil este un linker tioeter (cum
ar fi, de exemplu, un tioeter atasat la agentul terapeutic prin intermediul unei legituri
acilhidrazond). A se vedea, de exemplu, brevetul de inventie U.S. nr. 5.622.929.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este scindabil in conditii reducitoare. Asa
cum se descrie in acest document, linkerul este scindabil in prezenta unui agent reducdtor, cum ar
fi glutationd sau ditiotreitol. Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker disulfura
scindabil sau un linker sulfonamida scindabil.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker disulfurd scindabil. In
domeniul de specialitate este cunoscutd o varietate de linkeri disulfurd, incluzindu-i, pentru
exemplificare, pe cei care pot fi formati folosind SATA (N-succinimidil-5-acetiltioacetat), SPDP
(N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionat), SPDB (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirat) si
SMPT (N-succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-piridil-ditio)toluen), SPDB si SMPT. A se
vedea, de exemplu, Thorpe si colab., (1987) Cancer Res., 47: 5924-31; Wawrzynczak si colab., In
Immunoconjugates: Antibody Conjugates in Radioimagery and Therapy of Cancer (C. W. Vogel
ed., Oxford U. Press, 1987). A se vedea, de asemenea, brevetul de inventie U.S. nr. 4.880.935.
Linkerii disulfurd sunt utilizati in mod obisnuit pentru a exploata abundenta tiolilor intracelulari,
care pot facilita scindarea legiturilor lor disulfurd. Concentratiile intracelulare ale tiolului
intracelular cel mai abundent, glutationul redus, sunt in general in intervalul 1-10 nM, care este de
aproximativ 1.000 de ori mai mare decat acela al tiolului molecular scdzut cel mai abundent in
sange (adicd, cisteind) la aproximativ 5 pM (Goldmacher si colab., In Cancer Drug Discovery and
Development: Antibody-Drug Conjugates and Immunotoxins (G. L. Phillips ed., Springer, 2013)).
Enzimele intracelulare ale familiei de izomerazd de disulfurd a proteinei pot contribui, de
asemenea, la scindarea intracelulard a unui linker disulfurd. Asa cum este utilizat in acest
document, un linker disulfurd care poate fi scindat se referd la orice linker care cuprinde o portiune
indivizibild de disulfurd care poate fi scindatd. Termenul "portiune indivizibild de disulfura care
poate fi scindatd" se referd la o legaturd disulfurd care poate fi scindata si/sau redusd, de exemplu,
de un tiol sau enzimd. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild de disulfurd
care poate fi scindati este disulfidil-dimetil.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker sulfonamid3 care poate fi
scindat. Asa cum este utilizat in acest document, un linker sulfonamida care poate fi scindat se
referd la orice linker care cuprinde o portiune indivizibild sulfonamida care poate fi scindata.
Termenul "portiune indivizibild sulfonamidd care poate fi scindatd" se referd la o grupare
sulfonamida, adicd o grupare sulfonil conectatd la o grupare amina, in care legitura sulf-azot poate
fi scindata.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul poate fi un linker de tip dendritic pentru
atasarea covalentd a mai mult de o portiune indivizibild de medicament la o portiune indivizibild
de anticorp printr-o portiune indivizibila linker multifunctionald, de ramificare. A se vedea, de
exemply, Sun si colab., (2002) Bioorg. Med. Chem. Lett., 12: 2213-5; Sun si colab., (2003)
Bioorg. Med. Chem., 11: 1761-8. Linkerii dendritici pot creste raportul molar dintre medicament si
anticorp, adicd incdrcarea medicamentului, care este legatd de potenta ADC-ului. Prin urmare, in
cazul in care o portiune indivizibild de anticorp poartd doar o singurd grupare cisteind tiol reactiva,
pentru exemplificare, o multitudine de portiuni indivizibile pot fi atasate printr-un linker dendritic.
medicament-linker poate fi atasatd la anticorp prin intermediul chimiei de punte de disulfurd
redusd sau tehnologiei limitate de utilizare a lizinei. A se vedea, de exemplu, Publ. Int. nr.
W02013173391 si W0O2013173393.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este scindabil de un agent de scindare, de
exemplu, o enzimd, care este prezent in mediul intracelular (de exemplu, in interiorul unui lizozom
sau endozom sau caveolae). Linkerul poate fi, de exemplu, un linker peptidic care este scindat de o
peptidazd intracelulard sau de o enzimd proteazd, incluzind, dar fard a se limita la, o protcaza
lizozomala sau endozomal3. Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker peptidic
care poate fi scindat. Asa cum este utilizat in acest document, un linker peptidic care poate fi
scindat se referd la orice linker care cuprinde o portiune indivizibila peptidici ce poate fi scindati.
Termenul "portiune indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd" se referd la orice legaturd chimici
care leagd aminoacizii (derivati de aminoacizi naturali sau sintetici) care pot fi scindati de un agent
care este prezent in mediul intracelular. De exemplu, un linker poate cuprinde o secventd alanind-
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alanind-asparagind (Ala-Ala-Asn) sau o secventd valini-citrulind (Val-Cit) care este scindabild de
o peptidaza cum ar fi catepsina, de exemplu, catepsina B.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker care poate fi scindat de
enzimd si o portiune indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd in linker este scindabila de citre
enzimd. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila peptidic ce poate fi scindati
este scindabild de o enzimd lizozomald, de exemplu, catepsind. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul este un linker care poate fi scindat de catepsind. Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd in linker este scindabild de o
cisteind catepsind lizozomald, cum ar fi catepsina B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, sau W. Asa cum se
descrie in acest document, portiunea indivizibild peptidica ce poate fi scindata este scindabila de
catepsina B. O dipeptidi cu titlu de exemplu care poate fi scindatd de catepsina B este valina-
citrulind (Val-Cit) (Dubowchik si colab., (2002) Bioconjugate Chem., 13: 855-69). Asa cum se
descrie in acest document, un ADC care cuprinde o porfiune indivizibild peptidicd ce poate fi
scindatd demonstreaza niveluri de agregare mai mici si/sau o incircare mai mare a medicamentului
(p) in raport cu un ADC care cuprinde o portiune indivizibild care poate fi scindati alternativa (de
exemplu, o portiune indivizibild de disulfurd ce poate fi scindatid sau o portiune indivizibild de
sulfonamida ce poate fi scindatd).

Asa cum se descrie in acest document, linkerul sau porfiunea indivizibild peptidica ce
poate fi scindata in linker cuprinde o unitate de aminoacizi. Asa cum se descrie in acest document,
unitatea de aminoacizi permite scindarea linkerului de citre o proteaza, facilitind astfel eliberarea
portiunii indivizibile de medicament din ADC la expunerea la una sau mai multe proteaze
intracelulare, cum ar fi una sau mai multe enzime lizozomale (Doronina si colab., (2003) Nat.
Biotechnol., 21: 778-84; Dubowchik si Walker, (1999) Pharm. Therapeutics, 83: 67-123).
Unititile de aminoacizi cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt limitate la, dipeptide, tripeptide,
tetrapeptide, si pentapeptide. Dipeptidele cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt limitate la, valina-
citrulind (Val-Cit), alanind-asparagind (Ala-Asn), alanini-fenilalanind (Ala-Phe), fenilalanini-
lizind (Phe-Lys), alanini-lizind (Ala-Lys), alanini-valind (Ala-Val), valini-alanind (Val-Ala),
(Leu-Cit), izoleucini-citrulind (Ile-Cit), triptofan-citrulind (Trp-Cit), si fenilalanini-alanini (Phe-
Ala). Tripeptidele cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt limitate la, alanini-alanini-asparagini
(Ala-Ala-Asn), glicind-valind-citrulind (Gly-Val-Cit), glicind-glicind-glicind (Gly-Gly-Gly),
fenilalanind-fenilalanini-lizind (Phe-Phe-Lys), si glicind-fenilalanind-lizind (Gly-Phe-Lys). Alte
unitdti de aminoacizi cu titlu de exemplu includ, dar nu sunt limitate la, Gly-Phe-Leu-Gly, Ala-
Leu-Ala-Leu, Phe-N°-tosil-Arg, si Phe-N°-Nitro-Arg, asa cum este descris in, de exemplu,
brevetul de inventie U.S. nr. 6.214.345. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
aminoacizi in linker cuprinde Val-Cit. Asa cum se descric in acest document, unitatea de
aminoacizi in linker cuprinde Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document, un ADC care
cuprinde Val-Cit demonstreaza ucidere scdzutd a celulelor departe de tintd, ucidere a celulelor la
fintd crescutd, niveluri de agregare mai mici, si/sau o incircare mai mare a medicamentului (p) in
raport cu un ADC care cuprinde o unitate de aminoacizi alternativd sau o porfiune indivizibila care
poate fi scindati alternativd. O unitate de aminoacizi poate cuprinde reziduuri de aminoacizi care
apar in mod natural si/sau aminoacizi minori si/sau analogi de aminoacizi care nu apar in mod
natural, cum ar fi citrulina. Unitatile de aminoacizi pot fi proiectate si optimizate pentru scindarea
enzimaticd de citre o anumitd enzimd, pentru exemplificare, o proteazd asociatd tumorii, o
proteazi lizozomala cum ar fi catepsina B, C, D sau S, sau o proteazi plasminici.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul in oricare dintre ADC-urile ficute
cunoscute in acest document poate cuprinde cel putin o unitate de distantiere care uneste portiunea
indivizibild de anticorp cu portiunea indivizibild de medicament. Asa cum se descrie in acest
document, unitatea de distantiere uneste un situs de scindare (de exemplu, o portiune indivizibila
peptidica ce poate fi scindatd) in linker la portiunea indivizibila de anticorp. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul si/sau unitatea de distantiere in linker sunt in mod substantial hidrofile. Se
poate utiliza un linker hidrofil pentru a reduce misura in care medicamentul poate fi pompat afard
din celulele canceroase rezistente prin rezistenfa multipld la medicamente (MDR) sau transportori
similari din punct de vedere functional. In unele aspecte, linkerul include una sau mai multe
portiuni indivizibile de polietilen glicol (PEG), de exemplu, 1, 2, 3, 4, 5, sau 6 portiuni indivizibile
de PEG. Asa cum se descrie in acest document, linkerul este un linker PEG mai scurt, si oferd
stabilitate imbundtatiti si agregare redusa fati de linkeri PEG mai lungi.

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere in linker cuprinde una sau
mai multe portiuni indivizibile de PEG. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
distantiere cuprinde -(PEG),-, si m este un numdr intreg de la 1 pand la 10. Asa cum se descrie in
acest document, m variazd de la 1 pand 1a 10; dela 2 pand la 8; de la 2 pAnd la 6; de 1la 2 pand la 5;
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de la 2 pand la 4; sau de la 2 pand la 3. Asa cum se descrie in acest document, m este 8. Asa cum
se descrie in acest document, m este 4. Asa cum se descrie in acest document, m este 3. Asa cum
se descrie in acest document, m este 2. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
distantiere cuprinde (PEG),, (PEG), (PEG)s, (PEG)o, (PEG)s-triazol-(PEG);, (PEG)-triazol-
(PEG)3, sau dibenzilciclooctend-triazol-(PEG)s. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
distantiere cuprinde (PEG),. Asa cum se descrie in acest document, un ADC care cuprinde o
unitate de distantiere mai scurtd (de exemplu, (PEG),) demonstreaza niveluri de agregare mai mici
si/sau o incircare mai mare a medicamentului (p) in raport cu un ADC care cuprinde o unitate de
distantiere mai lunga (de exemplu, (PEG)s).

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distanfiere in linker cuprinde o
portiune indivizibild alchil. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere cuprinde
-(CHa)s-, sl n este un numdr intreg de la 1 pana la 10 (adicd, n poate fi 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, sau
10). Asa cum se descrie in acest document, # este 5. Asa cum se descrie in acest document, un
ADC care cuprinde o unitate de distantiere mai scurtd (de exemplu, (CH:)s) demonstreazi niveluri
de agregare mai mici si/sau o incircare mai mare a medicamentului (p) in raport cu un ADC care
cuprinde o unitate de distantiere mai lungd (de exemplu, (PEG)s).

O unitate de distanfiere poate fi utilizatd, pentru exemplificare, pentru a lega portiunea
indivizibild de anticorp la portiunea indivizibild de medicament, fie in mod direct, fie in mod
indirect. Asa cum se descrie 1n acest document, unitatea de distantiere leaga portiunea indivizibila
de anticorp la portiunea indivizibild de medicament in mod direct. Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibila de anticorp si portiunea indivizibild de medicament sunt atasate
prin intermediul unei unitdti distantier care cuprinde una sau mai multe portiuni indivizibile de
PEG (de exemplu, (PEG): sau (PEG)s). Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
distantiere leagd portiunea indivizibila de anticorp la portiunea indivizibild de medicament in mod
indirect. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distanfiere leagd portiunea indivizibild
de anticorp la portiunea indivizibild de medicament in mod indirect printr-o portiune indivizibild
care poate fi scindatd (de exemplu, o peptidd care poate fi scindati, o disulfurd care poate fi
scindatd, sau o sulfonamida care poate fi scindatd) si/sau o portiune indivizibila de atasare pentru a
uni unitatea de distantiere 1a portiunea indivizibild de anticorp, de exemplu, o portiune indivizibila
de maleimida.

Unitatea de distantiere, asa cum se descrie in acest document, se ataseazad la portiunea
indivizibild de anticorp (adica anticorpul sau fragmentul de legare la antigen) prin intermediul unei
portiuni indivizibile de maleimidd (Mal). Asa cum se descrie in acest document, un ADC care
cuprinde un linker atasat la porfiunea indivizibild de anticorp prin intermediul unei portiuni
indivizibile de maleimidd demonstreaza o incircare de medicament mai mare (p) in raport cu un
ADC care cuprinde un linker atasat la portiunea indivizibild de anticorp prin intermediul unei
portiuni indivizibile de atasare alternative, cum ar fi o portiune indivizibild de succinimida.

O unitate de distantiere care se ataseazd la anticorpul sau fragmentul de legare la antigen
prin intermediul unei Mal este mentionatd in acest document ca o "unitate de distanfiere Mal".
Termenul "portiune indivizibild de maleimida", asa cum este utilizat in acest document, inseamnd
un compus care contine o grupare maleimidad si care este reactiv cu o grupare sulfhidril, de
exemplu, o grupare sulfhidril a unui reziduu de cisteind in portiunea indivizibild de anticorp. Alte
grupdri functionale care sunt reactive cu grupdrile sulfhidril (tioli) includ, dar nu sunt limitate la,
iodacetamidd, bromacetamida, vinil piridind, disulfurd, piridil disulfurd, izocianat, si izotiocianat.
Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere Mal este reactiva cu un reziduu de
cisteind in anticorpul sau fragmentul de legare la antigen. Asa cum se descrie in acest document,
unitatea de distantiere Mal este unitd la anticorpul sau fragmentul de legare la antigen prin
intermediul reziduului de cisteind. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere
Mal cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de
distantiere Mal cuprinde o porfiune indivizibild alchil.

Asa cum se descrie 1n acest document, linkerul cuprinde unitatea de distantiere Mal si o
portiune indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd. Asa cum se descric in acest document,
portiunea indivizibild peptidica ce poate fi scindatd cuprinde o unitate de aminoacizi. Asa cum se
descrie in acest document, unitatea de aminoacizi cuprinde Val-Cit. Asa cum se descrie in acest
document, unitatea de aminoacizi cuprinde Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde unitatea de distantiere Mal si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG); si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde
Mal-(PEG),, si Val-Cit, unde m este 2 pand la 8 sau 2 pani la 5, sau 2, 3, 4 sau 5. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)z si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde Mal-(CH>)s si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
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cuprinde unitatea de distantiere Mal si Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG); si Ala-Ala-Asn.

Asa cum se descrie 1n acest document, linkerul cuprinde unitatea de distantiere Mal si o
portiune indivizibild de disulfurd ce poate fi scindati. Asa cum se descrie in acest document,
portiunea indivizibild de disulfurd ce poate fi scindata este disulfidil-dimetil. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde unitatea de distanfiere Mal si disulfidil-dimetil. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-triazol-(PEG); si disulfidil-dimetil.

Asa cum se descrie 1n acest document, linkerul cuprinde unitatea de distantiere Mal si o
portiune indivizibild de sulfonamida ce poate fi scindatd. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-triazol-(PEG); si sulfonamida.

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere se ataseaza la anticorpul sau
fragmentul de legare la antigen prin intermediul unei portiuni indivizibile de succinimida (OSu). O
unitate de distanfiere care se ataseazad la anticorpul sau fragmentul de legare la antigen prin
intermediul unei OSu este mentionatd in acest document ca o "unitate de distanfiere OSu".
Termenul "portiune indivizibild de succinimidd", asa cum este utilizat in acest document,
inseamnd un compus care contine un compus de succinimidi care este reactiv cu o grupare amind,
de exemplu, o grupare amind a unui reziduu de lizind in porfiunea indivizibila de anticorp. O
portiune indivizibild de succinimidi cu titlu de exemplu este N-hidroxisuccinimida (NHS). Asa
cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere OSu este reactiva cu un reziduu de lizina
in anticorpul sau fragmentul de legare la antigen. Asa cum se descrie in acest document, unitatea
de distantiere OSu este unitd la anticorpul sau fragmentul de legare la antigen prin intermediul
reziduului de lizind. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere OSu cuprinde o
portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere OSu
cuprinde o portiune indivizibila alchil.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitatea de distantiere OSu si o
portiune indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd. Asa cum se descrie in acest document,
portiunea indivizibild peptidica ce poate fi scindatd cuprinde o unitate de aminoacizi. Asa cum se
descrie in acest document, unitatea de aminoacizi cuprinde Val-Cit. Asa cum se descrie in acest
document, unitatea de aminoacizi cuprinde Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde unitatea de distanfiere OSu si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde OSu-(PEG); si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde
OSu-(PEG)s si Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-(CH,)s si
Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-triazol-(PEG); si
Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitatea de distanfiere OSu si
Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG), si Ala-Ala-
Asn.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitatea de distantiere OSu si o
portiune indivizibild de disulfurd ce poate fi scindati. Asa cum se descrie in acest document,
portiunea indivizibild de disulfurd ce poate fi scindata este disulfidil-dimetil. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde unitatea de distantiere OSu si disulfidil-dimetil. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-triazol-(PEG)s si disulfidil-dimetil. Asa
cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilcicloocteni-triazol-(PEG)s si
disulfidil-dimetil.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitatea de distan{iere OSu si o
portiune indivizibild de sulfonamida ce poate fi scindatd. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde OSu-(PEG);-triazol-(PEG); si sulfonamidi. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilcicloocteni-triazol-(PEG); si sulfonamida.

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere Mal sau unitatea de
distantiere OSu ataseazd portiunea indivizibild de anticorp (adici anticorpul sau fragmentul de
legare la antigen) la portiunea indivizibild care poate fi scindati in linker. Asa cum se descrie in
acest document, unitatea de distanfiere Mal sau unitatea de distantiere OSu ataseaza anticorpul sau
fragmentul de legare la antigen la o portiune indivizibild peptidica ce poate fi scindatd. Asa cum se
descrie in acest document, portiunea indivizibilad peptidicd ce poate fi scindatd cuprinde o unitate
de aminoacizi. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitatea de aminoacid a
unitdtii de distantiere Mal sau unitatea de aminoacid a unitatii de distantiere OSu. Asa cum se
descrie in acest document, unitatea de distanfiere Mal sau unitatea de distantiere OSu cuprinde o
portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere Mal
sau unitatea de distantiere OSu cuprinde o portiune indivizibila alchil. Asa cum se descrie in acest
document, unitatea de aminoacizi cuprinde Val-Cit. Asa cum se descric in acest document,
unitatea de aminoacizi cuprinde Ala-Ala-Asn.
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Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde structura: unitate de distantiere
Mal-Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde structura: Mal-(PEG),-Val-
Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde structura: Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB.
Asa cum se descrie 1n acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-Val-Cit. Asa cum se descrie
in acest document, linkerul cuprinde Mal-(CH,)s-Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde unitate de distantiere Mal-Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Ala-Ala-Asn.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitate de distantiere OSu-Val-
Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)-Val-Cit. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-Val-Cit. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(CH,)s-Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde OSu-(PEG)s-triazol-(PEG):-Val-Cit. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde unitate de distantiere OSu-Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde OSu-(PEG),-Ala-Ala-Asn.

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere Mal sau unitatea de
distantiere OSu ataseaza anticorpul sau fragmentul de legare la antigen 1a o portiune indivizibila de
disulfurd ce poate fi scindati. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitate de
distantiere Mal-disulfurd sau unitate de distantiere OSu-disulfurd. Asa cum se descrie in acest
document, disulfura este disulfidil-dimetil. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde unitate de distanfiere Mal-disulfidil-dimetil. Asa cum se descrie In acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG);-triazol-(PEG):-disulfidil-dimetil. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde unitate de distantiere OSu-disulfidil-dimetil. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-triazol-(PEG);-disulfidil-dimetil. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilciclooctena-triazol-(PEG)s-disulfidil-
dimetil.

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere Mal sau unitatea de
distantiere OSu ataseaza anticorpul sau fragmentul de legare la antigen 1a o portiune indivizibila de
sulfonamida ce poate fi scindatd. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitate
de distantiere Mal-sulfonamida sau unitate de distantiere OSu-sulfonamidi. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG);-triazol-(PEG)s-sulfonamidi. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG);-triazol-(PEG)s-sulfonamidi. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilcicloocteni-triazol-(PEG):-sulfonamida.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild care poate fi scindati in
linker este unitd in mod direct la portiunea indivizibild de medicament. Asa cum se descrie in acest
document, o alti unitate de distantiere este utilizatd pentru a atasa porfiunea indivizibila care poate
fi scindatd in linker la porfiunea indivizibild de medicament. Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibild de medicament este eribulind. Asa cum se descrie in acest
document, eribulina este atasatd la portiunea indivizibild care poate fi scindatd in linker printr-o
unitate de distantiere. Asa cum se descrie in acest document, eribulina este atasatd la porfiunca
indivizibild care poate fi scindatd in linker printr-o unitate de distantiere auto-distrugitoare. Asa
cum se descrie in acest document, eribulina este atasatd la porfiunea indivizibild care poate fi
scindatd in linker printr-o unitate de distantiere auto-distrugitoare, portiunea indivizibild care
poate fi scindatd cuprinde Val-Cit, si o unitate de distantiere suplimentard care cuprinde PEG
uneste portiunea indivizibild care poate fi scindati la portiunea indivizibild de anticorp. Asa cum
se descrie in acest document, eribulina este unitd la un anticorp anti-FRA prin intermediul unei
unitati de distantiere Mal in linker unita la o portiune indivizibild care poate fi scindati Val-Cit si o
unitate de distantiere auto-distrugitoare pAB. Asa cum se descrie in acest document, eribulina este
unitd la un anticorp anti-her2 prin intermediul unei unititi de distantiere Mal in linker uniti la o
portiune indivizibila care poate fi scindatd Val-Cit si o unitate de distantiere auto-distrugitoare
pAB.

O unitate de distantiere poate fi "auto-distrugitoare" sau "non-auto-distrugdtoare”. O
unitate de distantiere "non-auto-distrugitoare” este una in care o parte din, sau toatd unitatea de
distantiere rdmane legatd la porfiunea indivizibild de medicament la scindarea linkerului.
Exemplele de unita{i distan{ier non-auto-distrugdtoare includ, dar nu sunt limitate la, o unitate de
distantiere glicind si o unitate de distantiere glicind-glicind. Unitdtile de distantiere non-auto-
distrugitoare se pot degrada in cele din urma in timp, dar nu elibereazi cu usurintd un medicament
legat nativ in intregime in conditii celulare. O unitate de distantiere "auto-distrugitoare" permite
eliberarea portiunii indivizibild de medicament native in conditii intracelulare. Un "medicament
nativ" este unul in care nicio parte a unititii de distantiere sau alti modificare chimicd nu rdméane
dupd scindarea/degradarea unititii de distantiere.
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Chimia de auto-distrugere este cunoscutd in domeniul de specialitate si ar putea fi
selectatd cu usurintd pentru ADC-urile ficute cunoscute. Asa cum se descrie in acest document,
unitatea de distantiere care ataseazd portiunea indivizibild care poate fi scindatd in linker la
portiunea indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) este auto-distrugitoare, si suferd
auto-distrugere concomitent cu, sau putin inainte/dupa scindarea portiunii indivizibile care poate fi
scindatd in conditii intracelulare.

Asa cum se descrie 1n acest document, unitatea de distanfiere auto-distrugitoare in linker
cuprinde o unitate p-aminobenzil. Asa cum se descrie in acest document, un alcool p-
aminobenzilic (pABOH) este atasat la o unitate de aminoacizi sau la altd portiune indivizibila care
poate fi scindatd in linker prin intermediul unei legéturi amida, si un carbamat, metilcarbamat, sau
carbonat este ficut intre pABOH si portiunea indivizibild de medicament (Hamann si colab.,
(2005) Expert Opin. Ther. Patents, 15: 1087-103). Asa cum se descrie in acest document, unitatea
de distantiere auto-distrugitoare este sau cuprinde p-aminobenziloxicarbonil (pAB). Fara a fi legat
de teorie, se crede ci auto-distrugerea pAB implicad o reactie spontand de 1,6-eliminare (Jain si
colab., (2015) Pharm Res, 32: 3526-40).

Asa cum se descrie in acest document, structura p-aminobenziloxicarbonilului (pAB)
utilizat in ADC-urile ficute cunoscute este prezentatd mai jos:

H

i
Q

p-amino-benziloxicarbonil

Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere auto-distrugitoare ataseaza
portiunea indivizibild care poate fi scindati in linker la amina C-35 pe eribulini. Asa cum se
descrie in acest document, unitatea de distantiere auto-distrugitoare este pAB. Asa cum se descrie
in acest document, pAB ataseaza porfiunea indivizibild care poate fi scindati in linker la amina C-
35 pe eribulind. Asa cum se descrie in acest document, pAB suferd auto-distrugere la scindarea
portiunii indivizibild care poate fi scindatd, iar eribulina este eliberatd din ADC in forma sa nativa,
activd. Asa cum se descrie in acest document, un anticorp anti-FRA (de exemplu, MORAb-003)
este unit la amina C-35 a eribulinei printr-un linker care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB. Asa
cum se descrie in acest document, un anticorp anti-her2 (de exemplu, trastuzumab) este unit la
amina C-35 a eribulinei printr-un linker care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, pAB suferd auto-distrugere la scindarea unei
portiuni indivizibile peptidice care poate fi scindatd in linker. Asa cum se descrie in acest
document, portiunea indivizibild peptidicd ce poate fi scindatd cuprinde o unitate de aminoacizi.
Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde unitate de aminoacizi-pAB. Asa cum se
descrie in acest document, unitatea de aminoacizi este Val-Cit. Asa cum se descrie In acest
document, linkerul cuprinde Val-Cit-pAB (VCP). Asa cum se descrie in acest document, unitatea
de aminoacizi este Ala-Ala-Asn. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Ala-Ala-
Asn-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, pAB suferd auto-distrugere la scindarea unei
portiuni indivizibile de disulfurd ce poate fi scindati in linker. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde disulfurd-pAB. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde disulfidil-dimetil-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, pAB suferd auto-distrugere la scindarea unei
portiuni indivizibile de sulfonamidd ce poate fi scindatd in linker. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde sulfonamida-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila de anticorp a ADC-ului este
conjugatd la portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker, unde linkerul
cuprinde a unitate de distantiere Mal, o unitate de aminoacizi care poate fi scindatd, si un pAB.
Asa cum se descrie in acest document, unitatea de distantiere cuprinde o portiune indivizibila de
PEG. Asa cum se descric in acest document, unitatea de distantiere cuprinde o portiune
indivizibila alchil. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG);-unitate de
aminoacizi-pAB. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-
pAB. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG),-Ala-Ala-Asn-pAB.
Asa cum se descrie 1n acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-unitate de aminoacizi-pAB.
Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-Val-Cit-pAB. Asa cum se
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descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(CH:)s-unitate de aminoacizi-pAB. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde Mal-(CH,)s-Val-Cit-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila de anticorp a ADC-ului este
conjugatd la portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker, unde linkerul
cuprinde unitate de distantiere Mal-disulfurd-pAB. Asa cum se descrie in acest document, unitatea
de distantiere cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-triazol-(PEG)s-disulfurd-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-triazol-(PEG);-disulfidil-dimetil-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila de anticorp a ADC-ului este
conjugatd la portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker, unde linkerul
cuprinde unitate de distantiere Mal-sulfonamida-pAB. Asa cum se descrie in acest document,
unitatea de distantiere cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde Mal-(PEG)s-triazol-(PEG)s-sulfonamida-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila de anticorp a ADC-ului este
conjugatd la portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker, unde linkerul
cuprinde unitate de distanfiere OSu-unitate de aminoacid-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, unitatea de distantiere cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in
acest document, unitatea de distantiere cuprinde o portiune indivizibild alchil. Asa cum se descrie
in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG);-unitate de aminoacid-pAB. Asa cum se descrie
in acest document, linkerul cuprinde OSu-(PEG),-Val-Cit-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(PEG):-Ala-Ala-Asn-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-unitate de aminoacid-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)o-Val-Cit-pAB. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde OSu-(CH,)s-unitate de aminoacid-pAB. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde OSu-(CH:)s-Val-Cit-pAB. Asa cum se descrie in acest document, linkerul
cuprinde OSu-(PEG);-triazol-(PEG);-unitate de aminoacid-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-triazol-(PEG):-Val-Cit-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila de anticorp a ADC-ului este
conjugatd la portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker, unde linkerul
cuprinde unitate de distantiere OSu-disulfurd-pAB. Asa cum se descrie in acest document, unitatea
de distantiere cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest document,
linkerul cuprinde OSu-(PEG)s-triazol-(PEG)s-disulfurd-pAB. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(PEG)-triazol-(PEG)s-disulfidil-dimetil-pAB. Asa cum se
descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilciclooctend-triazol-(PEG)s-disulfura-
pAB. Asa cum se descrie in acest document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilciclooctend-triazol-
(PEG);-disulfidil-dimetil-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila de anticorp a ADC-ului este
conjugatd la portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker, unde linkerul
cuprinde unitate de distantiere OSu-sulfonamida-pAB. Asa cum se descrie in acest document,
unitatea de distantiere cuprinde o portiune indivizibild de PEG. Asa cum se descrie in acest
document, linkerul cuprinde OSu-(PEG);-triazol-(PEG):-sulfonamidi-pAB. Asa cum se descrie in
acest document, linkerul cuprinde OSu-dibenzilcicloocteni-triazol-(PEG)s-sulfonamidi-pAB.

Asa cum se descrie in acest document, linkerul este proiectat pentru a facilita uciderea
vecinatitilor (uciderea celulelor invecinate) prin scindare dupd internalizarea celulara si difuzia
portiunii indivizibile de medicament-linker si/sau a porfiunii indivizibile de medicament singura la
celulele invecinate. Asa cum se descrie in acest document, linkerul promoveazd internalizarea
celulard. Asa cum se descrie in acest document, linkerul este proiectat pentru a minimiza scindarea
in mediul extracelular si, prin urmare, pentru a reduce toxicitatea in tesut departe de tintd (de
exemplu, tesutul non-canceros), in acelasi timp pastrind legarea ADC de tesutul {intd si uciderea
vecinatitilor a tesutului canceros care nu exprima un antigen tintit de portiunea indivizibila de
anticorp a unui ADC, dar inconjoard tesutul de cancer {intd care exprimd acel antigen. Asa cum se
descrie in acest document, un linker care cuprinde o portiune indivizibild de maleimidd (Mal), o
portiune indivizibild de polietilen glicol (PEG), valind-citrulina (Val-Cit sau "vc"), si un pAB ofera
aceste caracteristici functionale. Asa cum se descrie in acest document, un linker care cuprinde
Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB este deosebit de eficient in furnizarea acestor caracteristici functionale,
de exemplu, atunci cand se uneste o porfiune indivizibild de anticorp anti-FRA cum ar fi MORADb-
003 si o portiune indivizibild de medicament cum ar fi eribulina. Asa cum se descrie in acest
document, cel putin unele dintre aceste caracteristici functionale pot fi observate, de asemenea,
fard o portiune indivizibila de anticorp anti-FRA, si/sau fird§ MORAb-003. De exemplu, asa cum
se descrie in acest document, un linker care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB este eficient in
furnizarea unora dintre acestor caracteristici functionale sau a tuturor caracteristicilor functionale,
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de exemplu, atunci cand se uneste o porfiune indivizibild de anticorp anti-her2 cum ar fi
trastuzumab si o portiune indivizibild de medicament cum ar fi eribulina.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild de anticorp este conjugata la
portiunea indivizibild de medicament prin intermediul unui linker care cuprinde o porfiune
indivizibild de maleimidd (Mal), o portiune indivizibild de polietilen glicol (PEG), valina citrulini
(Val-Cit sau "vc"), si un pAB. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild de
maleimid3 ataseazd covalent portiunea indivizibild de medicament-linker la portiunea indivizibild
de anticorp, si pAB actioneazd ca o unitate de distanfiere auto-distrugitoare. Un astfel de linker
poate fi mentionat ca linkerul "m-ve-pAB", linkerul "Mal-VCP", linkerul "Mal-(PEG),-VCP", sau
linkerul "Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB". Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild
de medicament este eribulina. Structura Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-cribulinei este furnizatd in
Tabelul 46. pAB al linkerului Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB este atasat 1a amina C-35 pe eribulina.

S-a  descoperit cd ADC-urile care cuprind Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind
demonstreazi o combinatie particulard de proprietdfi dorite, in particular atunci cind se
imperecheaza cu un anticorp anti-FRA cum ar fi MORADb-003 sau un fragment de legare la antigen
al acestuia. Aceste proprietiti includ, dar nu sunt limitate la, niveluri eficiente de incircare a
medicamentului (p ~ 4), niveluri de agregare scdzute, stabilitate in conditii de depozitare sau
atunci cand sunt in circulatie in corp (de exemplu, stabilitate sericd), afinitate pastratd pentru
celulele care exprimd tinta comparabil cu anticorpul neconjugat, citotoxicitate puternicd impotriva
celulelor care exprimd {inta, niveluri scdzute de ucidere a celulelor departe de {intd, niveluri
ridicate de ucidere a vecindtatilor, si/sau activitate anticancer in vivo eficientd, toate in comparatie
cu ADC-urile care utilizeazi alte portiuni indivizibile de linker-toxini si/sau anticorp. In timp ce in
domeniul de specialitate sunt cunoscute numeroase optiuni de linker si combinatii de distantiere si
situsuri de scindare, si pot oferi anumite beneficii in una sau mai multe dintre aceste categorii
functionale, combinatia particulard dintre un linker Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care uneste eribulina
la o portiune indivizibild de anticorp cum ar fi un anticorp anti-FRA (de exemplu, MORAb-003)
poate oferi proprietdti bune sau superioare in spectrul proprietdtilor functionale dorite pentru un
ADC terapeutic. Asa cum se descrie in acest document, proprietitile functionale bune sau
superioare oferite de combinatia particulard a unui linker Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB care uneste
eribulina la o portiune indivizibild de anticorp pot fi observate cu acest linker-toxina conjugat la,
de exemplu, un anticorp anti-her 2, cum ar fi trastuzumab.

Asa cum se descrie in acest document, ADC cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind
si o portiune indivizibild de anticorp care cuprinde un anticorp de internalizare sau un fragment de
legare la antigen al acestuia care pistreazd capacitatea de a tinti si internaliza intr-o celuld
tumorald. Asa cum se descrie in acest document, ADC cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-
eribulind si un anticorp de internalizare sau un fragment de legare la antigen de internalizare al
acestuia care finteste o celuld tumorala care exprimd FRA. Asa cum se descrie In acest document,
anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare al acestuia care
finteste o celuld tumorald care exprimd FRA cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 2 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 3 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 4 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritatii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 7 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 8 (LCDR2), si ID. SECV. NR.: 9
(LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 13 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 14 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 15 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritatii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 16 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 17 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.:
18 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare al
acestuia care tinteste o celuld tumorala care exprimid FRA cuprinde o regiune variabild a lantului
greu care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a
lantului usor care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24. Asa cum se
descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de
internalizare al acestuia care {inteste o celuld tumorald care exprimd FRA cuprinde un domeniu
constant al lantului greu de IgG1 umana si un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig.

Asa cum se descrie 1n acest document, ADC are Formula I:

Ab-(L-D), @

in care:
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(i) Ab este un anticorp anti-receptorul alfa al folatului (FRA) de internalizare sau un fragment de
legare la antigen de internalizare al acestuia care cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 2 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 3 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 4 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementarititii ale lantului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 7 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 8§ (LCDR2), si ID. SECV. NR.: 9
(LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 13 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 14 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 15 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritatii ale lantului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 16 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 17 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.:
18 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT;

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si

(iv) p este un numdr intreg de la 1 pana la 20.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare al acestuia cuprinde o regiune variabild a lantului greu care
cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a lantului usor
care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare este MORADb-003. Asa cum se descrie in acest document, p
este de la 1 pand la 8, sau de la 1 pand la 6. Asa cum se descrie in acest document, p este de la 2
pand la 8, sau 2 pand la 5. Asa cum se descrie in acest document, p este de la 3 la 4. Asa cum se
descrie in acest document, p este 4.

Asa cum se descrie in acest document, ADC cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind
si un anticorp de internalizare sau fragment de legare la antigen de internalizare al acestuia care
finteste o celuld tumorald care exprimi her2. Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de
internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare al acestuia care tinteste o celuld
tumorald care exprima her2 cuprinde trei regiuni de determinare a complementarititii ale lantului
greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 71 (HCDR1), ID.
SECV. NR.: 72 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 73 (HCDR3); si trei regiuni de determinare a
complementaritdtii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 74 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 75 (LCDR2), si ID. SECV. NR.: 76 (LCDR3), asa
cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 191 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 192 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 193 (HCDR3); si
trei regiuni de determinare a complementarititii ale lantului usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente
de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 194 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 195 (LCDR?2), si ID. SECV.
NR.: 196 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT. Asa cum se descrie in
acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare al
acestuia care tinteste o celuld tumorald care exprima her2 cuprinde o regiune variabila a lantului
greu care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 27, si o regiune variabild a
lantului usor care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 28. Asa cum se
descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de
internalizare al acestuia care tinteste o celuld tumorald care exprima her2 cuprinde un domeniu
constant al lantului greu de IgG1 umana si un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig.

Asa cum se descrie 1n acest document, ADC are Formula I:

Ab-(L-D), 0))

in care:

(i) Ab este un anticorp anti-receptorul factorului de crestere epidermic uman 2 (her2) de
internalizare sau un fragment de legare la antigen de internalizare al acestuia care cuprinde trei
regiuni de determinare a complementaritatii ale lanfului greu (HCDR-uri) cuprinzand secvente de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 71 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 72 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.:
73 (HCDR3); si trei regiuni de determinare a complementarititii ale lanfului usor (LCDR-uri)
cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 74 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 75
(LCDR2), si ID. SECV. NR.: 76 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat;
sau trei regiuni de determinare a complementaritifii ale lanfului greu (HCDR-uri) cuprinzand
secvente de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 191 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 192 (HCDR2), si
ID. SECV. NR.: 193 (HCDR3); si trei regiuni de determinare a complementarititii ale lantului
usor (LCDR-uri) cuprinzand secvente de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 194 (LCDR1), ID.
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SECV. NR.: 195 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.: 196 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de
numerotare IMGT;

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si

(iv) p este un numdr intreg de la 1 pana la 20.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare al acestuia cuprinde o regiune variabild a lantului greu care
cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 27, si o regiune variabild a lantului usor
care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 28. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare este trastuzumab. Asa cum se descrie in acest document, p
este de la 1 pand la 8, sau de la 1 pand la 6. Asa cum se descrie in acest document, p este de la 2
pand la 8, sau 2 pand la 5. Asa cum se descrie in acest document, p este de la 3 la 4. Asa cum se
descrie in acest document, p este 4.

Asa cum se descrie in acest document, ADC cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind
si un anticorp de internalizare sau fragment de legare la antigen de internalizare al acestuia care
finteste o celuld tumorald care exprimd mezotelina (MSLN). Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de internalizare al
acestuia care tinteste o celuld tumorald care exprimd MSLN cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 65 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 66 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 67 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritdtii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 68 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 69 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.:
70 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare
a complementarititii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 185 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 186 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 187 (HCDR3); si
trei regiuni de determinare a complementaritdfii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand
secventele de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 188 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 189 (LCDR?2), si
ID. SECV. NR.: 190 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT. Asa cum se
descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la antigen de
internalizare al acestuia care finteste o celuld tumorald care exprimd MSLN cuprinde o regiune
variabild a lantului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 25, si o
regiune variabild a lantului usor care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.:26.
Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de legare la
antigen de internalizare al acestuia care {inteste o celuld tumorala care exprimd MSLN cuprinde un
domeniu constant al lantului greu de IgG1 umana si un domeniu constant al lantului usor kappa de
Ig.

Asa cum se descrie 1n acest document, ADC are Formula I:

Ab-(L-D), @

in care:

(i) Ab este un anticorp anti-mezotelind de internalizare sau un fragment de legare la antigen de
internalizare al acestuia care cuprinde trei regiuni de determinare a complementaritafii ale lantului
greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 65 (HCDR1), ID.
SECV. NR.: 66 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 67 (HCDR3); si trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 68 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 69 (LCDR2), si ID. SECV. NR.: 70 (LCDR3), asa
cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 185 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 186 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 187 (HCDR3); si
trei regiuni de determinare a complementaritdfii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand
secventele de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 188 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 189 (LCDR?2), si
ID. SECV. NR.: 190 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT;

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si

(iv) p este un numdr intreg de la 1 pana la 20.

Asa cum se descrie in acest document, anticorpul de internalizare sau fragmentul de
legare la antigen de internalizare al acestuia cuprinde o regiune variabild a lantului greu care
cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 25, si o regiune variabild a lantului usor
care cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 26. Asa cum se descrie in acest
document, anticorpul de internalizare este MORAb-003, MORADb-009, sau trastuzumab. Asa cum
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se descrie in acest document, p este de la 1 pand la 8, sau de la 1 pand la 6. Asa cum se descrie in
acest document, p este de la 2 pind la 8, sau 2 pand la 5. Asa cum se descrie in acest document, p
este de la 3 la 4. Asa cum se descrie in acest document, p este 4.

Portiuni indivizibile de medicament

Portiunea indivizibild de medicament (D) a ADC-urilor descrisi in acest document poate
fi orice agent chimioterapeutic. Clasele utile de agenti chimioterapeutici includ, pentru
exemplificare, agenti anti-tubulind. Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibila
de medicament este un agent anti-tubulind. Exemplele de agenti anti-tubulind includ criptoficina si
eribulina. Portiunea indivizibild de medicament preferatd pentru utilizare in ADC-urile descrise
este eribulina.

Asa cum se descrie in acest document, portiunea indivizibild de medicament este
eribulina. Asa cum se descrie in acest document, linkerul ADC-ului este atasat prin intermediul
aminei C-35 pe eribulina.

Asa cum se descrie in acest document, forma naturald a eribulinei utilizatd pentru unirea
la linker si portiunea indivizibild de anticorp este aritatd mai jos:

Eribulina

Asa cum se descrie in acest document, un intermediar, care este precursorul linkerului,
este pus in reactie cu portiunea indivizibild de medicament in conditii corespunzitoare. Asa cum se
descrie in acest document, grupdrile reactive sunt utilizate pe medicament si/sau intermediar sau
linker. Produsul reactiei dintre medicament si intermediar, sau medicamentul derivatizat, este pus
in reactie ulterior cu anticorpul sau fragmentul de legare la antigen in condifii corespunzitoare.
Alternativ, linkerul sau intermediarul poate fi pus in reactie mai intdi cu anticorpul sau un anticorp
derivatizat, si apoi pus in reactie cu medicamentul sau medicamentul derivatizat.

Pentru atasarea covalentd a medicamentelor si/sau a linkerilor la portiunea indivizibild de
anticorp este disponibild o serie de reactii diferite. Acest lucru este adesea obtinut prin reactia
unuia sau mai multor reziduuri de aminoacizi ale moleculei de anticorpi, incluzand grupirile de
amind ale lizinei, grupdrile de acid carboxilic libere ale acidului glutamic si acidului aspartic,
grupdrile sulfhidril ale cisteinei, si diferitele portiuni indivizibile ale aminoacizilor aromatici. De
exemplu, atasarea covalentd non-specificd poate fi intreprinsd folosind o reactie de carbodiimidd
pentru a lega o grupare carboxi (sau amino) pe un compus la o grupare amino (sau carboxi) pe o
portiune indivizibila de anticorp. In plus, pentru a lega gruparea amino pe un compus la o grupare
amino pe o portiune indivizibila de anticorp pot fi utilizati, de asemenea, agenti bifunctionali, cum
ar fi dialdehidele sau imidoesterii. De asemenea, pentru atasarea medicamentelor la agenti de
legare este disponibild reactia de bazi Schiff. Aceasti metodd implicd periodat oxidarea unui
medicament care contine grupdri glicol sau hidroxi, forméind astfel o aldehidi care este apoi pusa
in reactie cu agentul de legare. Atasarea are loc prin formarea unei baze Schiff cu grupiri amino
ale agentului de legare. Izotiocianatii pot fi folositi, de asemenea, ca agenti de cuplare pentru
atasarea covalentd a medicamentelor la agenti de legare. Alte tehnici sunt cunoscute specialistilor
in domeniu si in cadrul domeniului de aplicare al prezentei descrieri a inventiei.
inciircarea medicamentului

Incarcarea medicamentului este reprezentatd prin p, si este mentionatd, de asemenea, in
acest document, ca raportul medicament-anticorp (DAR). Incdrcarea medicamentului poate varia
de la 1 pand la 20 de portiuni indivizibile de medicament per porfiune indivizibild de anticorp. Asa
cum se descrie in acest document, p este un numdr intreg de la 1 pand la 20. Asa cum se descrie in
acest document, p este un numdr intreg de la 1 pand la 10, 1 pAni 1a 9, 1 pAnd 1a 8, 1 pand la 7, 1
pand la 6, 1 pand 1a 5, 1 pind la 4, 1 pand la 3, sau 1 pind la 2. Asa cum se descrie in acest
document, p este un numir intreg de 1a 2 pand la 10, 2 pAnd 1a 9, 2 panid la 8, 2 pand la 7, 2 pand la
6,2 pand la 5, 2 pand la 4, sau 2 pand la 3. Asa cum se descrie in acest document, p este un numar
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intreg de la 3 la 4. Asa cum se descrie in acest document, p este 1, 2, 3, 4, 5, sau 6, preferabil 3 sau
4.

Incircarea medicamentului poate fi limitati de numirul de situsuri de atasare in portiunea
ADC-ului se ataseaza la portiunea indivizibild de anticorp printr-o grupare activd din punct de
vedere chimic pe unul sau mai multe reziduuri de aminoacizi in porfiunea indivizibila de anticorp.
Pentru exemplificare, linkerul poate fi atasat la portiunea indivizibild de anticorp prin intermediul
unei grupdri amino, imino, hidroxil, tiol sau carboxil libere (de exemplu, la capitul N- sau C-
terminal, la gruparea amino epsilon a unuia sau mai multor reziduuri de lizind, 1a gruparea de acid
carboxilic liberd a unuia sau mai multor reziduuri de acid glutamic sau acid aspartic, sau la
gruparea sulthidril a unuia sau mai multor reziduuri de cisteind). Situsul la care este atasat linkerul
poate fi un reziduu natural in secventa de aminoacizi a portiunii indivizibile de anticorp, sau acesta
poate fi introdus in portiunea indivizibild de anticorp, de exemplu, prin tehnologia ADN
recombinant (de exemplu, prin introducerea unui reziduu de cisteind in secventa de aminoacid) sau
prin biochimie proteica (de exemplu, prin reducere, ajustarea pH-ului sau hidroliza).

Asa cum se descrie in acest document, numdrul portiunilor indivizibile de medicament
care pot fi conjugate la o portiune indivizibild de anticorp este limitat de numarul reziduurilor de
cisteind libere. Pentru exemplificare, in cazul in care atasamentul este o grupare cisteind tiol, un
anticorp poate avea doar una sau cateva grupdri cisteind tiol, sau poate avea doar una sau citeva
grupari tiol suficient de reactive prin care poate fi atasat un linker. In general, anticorpii nu confin
multe grupdri cisteind tiol libere si reactive care pot fi legate la o portiune indivizibild de
medicament. Intr-adevdr, majoritatea reziduurilor cisteind tiol din anticorpi existi ca punfi
disulfurd. Atasarea excesivd de linker-toxind la un anticorp poate destabiliza anticorpul prin
reducerea reziduurilor de cisteind disponibile pentru a forma punti disulfurd. Prin urmare, un raport
optim medicament:anticorp ar trebui si creascd potenta ADC-ului (prin cresterea numdrului de
portiuni indivizibile de medicament atasate per anticorp) farad a destabiliza portiunea indivizibila
de anticorp. Asa cum se descrie in acest document, un raport optim poate fi de aproximativ 3 - 4.

Asa cum se descrie in acest document, un linker atasat la o portiune indivizibild de
anticorp printr-o portiune indivizibild Mal asigurd un raport de aproximativ 3 - 4. Asa cum se
descrie in acest document, un linker atasat la o porfiune indivizibild de anticorp printr-o portiune
indivizibila alternativi (de exemplu, o porfiune indivizibild OSu) poate furniza un raport mai putin
optim (de exemplu, un raport mai mic, cum ar fi aproximativ 0 - 3). Asa cum se descrie in acest
document, un linker care cuprinde o unitate de distanfiere scurtd (de exemplu, o unitate de
distantiere PEG scurtd cum ar fi (PEG), sau (PEG)4, sau o unitate de distantiere alchil scurtd cum
ar fi (CHy)s) asigurd un raport de aproximativ 3 - 4. Asa cum se descrie in acest document, un
linker care cuprinde o unitate de distantiere mai lungd (de exemplu, (PEG)g) poate furniza un
raport mai putin optim (de exemplu, un raport mai mic, cum ar fi aproximativ O - 3). Asa cum se
descrie in acest document, un linker care cuprinde o portiune indivizibild care poate fi scindati
peptidica asigurd un raport de aproximativ 3 - 4. Asa cum se descrie in acest document, un linker
care cuprinde o portiune indivizibild care poate fi scindatd alternativi (de exemplu, o disulfurd care
poate fi scindatd sau o sulfonamida care poate fi scindatd) poate furniza un raport mai putin optim
(de exemplu, un raport mai mic, cum ar fi aproximativ 0 - 3). Asa cum se descrie in acest
document, un ADC care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind unita la un anticorp cum ar
fi un anticorp anti-FRA (de exemplu, MORAb-003) are un raport de aproximativ 3 - 4. Asa cum se
descrie in acest document, un raport de aproximativ 3 - 4 este observat cu un ADC care cuprinde
Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind unitd la un anticorp diferit, cam ar fi un anticorp anti-her2 (de
exemplu, trastuzumab). Asa cum se descrie in acest document, raportul optim observat cu ADC-
uri care cuprind linker-toxind Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulind este independent de anticorp.

Asa cum se descrie in acest document, o portiune indivizibild de anticorp este expusd
conditiilor de reducere inainte de conjugare pentru a genera unul sau mai multe reziduuri de
cisteind libere. Un anticorp, asa cum se descrie in acest document, poate fi redus cu un agent
reducitor, cum ar fi ditiotreitol (DTT) sau tris(2-carboxietil)fosfind (TCEP), in conditii de
reducere partiald sau totald, pentru a genera grupdri cisteind tiol reactive. Cisteinele
neimperecheate pot fi generate prin reducere partiald cu echivalenfi molari de TCEP limitati, ceea
ce reduce preferential legiturile disulfurd intercatenare care leagd lantul usor si lantul greu (o
pereche per imperechere HL) si cele doud lanturi grele in regiunea balama (doud perechi per
imperechere H-H in cazul IgGl umane) in timp ce lasi intacte legiturile disulfurd intracatenare
(Stefano si colab., (2013) Methods Mol. Biol., 1045: 145-71). Asa cum se descrie in acest
document, legiturile disulfurd in interiorul anticorpilor sunt reduse electrochimic, de exemplu, prin
intrebuintarea unui electrod de lucru care aplicd o tensiune alternativd de reducere si oxidare.
Aceasti abordare poate permite cuplarea in-linie a reducerii legiturii disulfurd la un dispozitiv
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analitic (de exemplu, un dispozitiv de detectare electrochimicd, un spectrometru RMN, sau un
spectrometru de masd) sau un dispozitiv de separare chimici (de exemplu, un cromatograf lichid
(de exemplu, un HPLC) sau un dispozitiv de electroforeza (a se vedea, de exemplu, Publ. U.S. nr.
20140069822)). Asa cum se descrie in acest document, un anticorp este supus conditiilor de
denaturare pentru a dezvalui grupiri nucleofile reactive pe reziduuri de aminoacizi, cum ar fi lizina
sau cisteina.

Incdrcarea medicamentului a unui ADC poate fi controlati In moduri diferite, de
exemplu, prin: (i) limitarea excesului molar al intermediarului medicament-linker sau al
reactivalui linker in raport cu anticorpul; (ii) limitarea timpului sau temperaturii reactiei de
conjugare; (iii) conditii reductive partiale sau limitative pentru modificarea cisteind tiolului; si/sau
(iv) proiectarea prin inginerie prin tehnici recombinante a secventei de aminoacizi a anticorpului
astfel incat numdrul si pozitia reziduurilor de cisteind si fie modificate pentru controlul numarului
si/sau pozitiei atasamentelor medicament-linker.

Asa cum se descrie in acest document, reziduurile de cisteind libere sunt introduse in
secventa de aminoacizi a portiunii indivizibile de anticorp. Pentru exemplificare, pot fi preparati
anticorpi proiectati prin inginerie cu cisteind, in care unul sau mai multi aminoacizi ai unui
anticorp pdrinte sunt inlocuiti cu un aminoacid cisteind. Orice formd de anticorp poate fi astfel
proiectatdl prin inginerie, adicd mutatd. Pentru exemplificare, un fragment de anticorp Fab pdrinte
poate fi proiectat prin inginerie pentru a forma un Fab proiectat prin inginerie cu cisteind,
mentionat ca "ThioFab". n mod similar, un anticorp monoclonal pirinte poate fi proiectat prin
inginerie pentru a forma un "ThioMab". O mutatie la un singur situs produce un singur reziduu de
cisteind proiectat prin inginerie intr-un ThioFab, in timp ce o mutatie la un singur situs produce
doud reziduuri de cisteind proiectate prin inginerie intr-un ThioMab, datoritd naturii dimerice a
anticorpului IgG. ADN-ul care codificd o variantd a secventei de aminoacizi a polipeptidei parinte
poate fi preparat printr-o varietate de metode cunoscute in domeniul de specialitate (a se vedea, de
exemplu, metodele descrise in W02006/034488). Aceste metode includ, dar nu sunt limitate Ia,
prepararea prin mutageneza dirijata in situs (sau mediatd de oligonucleotide), mutageneza PCR, si
mutagenezd de casetd a unui ADN preparat anterior care codificd polipeptida. Variante de
anticorpi recombinanti pot fi construite, de asemenea, prin manipularea fragmentului de restrictie
sau prin suprapunerea extensiei PCR cu oligonucleotide sintetice. ADC-urile cu Formula I includ,
dar nu sunt limitate la, anticorpi care au 1, 2, 3, sau 4 aminoacizi de cisteind proiectati prin in-
ginerie (Lyon si colab., (2012) Methods Enzymol., 502: 123-38). Asa cum se descrie in acest
document, unul sau mai multe reziduuri de cisteind libere sunt deja prezente intr-o portiune
indivizibild de anticorp, fira utilizarea proiectdrii prin inginerie caz in care reziduurile de cisteina
libere existente pot fi utilizate pentru a conjuga portiunea indivizibild de anticorp la o portiune
indivizibila de medicament.

Asa cum se descrie in acest document, o incircare de medicament mai mare (de exemplu,
p > 5) poate provoca agregarea, insolubilitatea, toxicitatea, sau pierderea permeabilititii celulare a
anumitor conjugati anticorp-medicament. O incdrcare mai mare a medicamentului poate afecta
negativ farmacocinetica (de exemplu, clearance-ul) anumitor ADC-uri. Asa cum se descrie in acest
document, o incidrcare mai micd a medicamentului (de exemplu, p < 3) poate reduce potenta
anumitor ADC-uri impotriva celulelor care exprimd tinta si/sau a celulelor vecine. Asa cum se
descrie 1n acest document, incircarea medicamentului pentru un ADC din prezenta descriere a
inventiei variaza de la 1 pand la aproximativ 8; de la aproximativ 2 pani la aproximativ 6; de la
aproximativ 2 pand la aproximativ 5; de la aproximativ 3 pand la aproximativ 5; sau de la
aproximativ 3 pand la aproximativ 4.

In cazul in care mai mult de o grupare nucleofili reactioneazd cu un intermediar
medicament-linker sau un reactiv cu portiune indivizibild linker urmat de reactiv cu portiune
indivizibild de medicament, intr-un amestec de reactie care cuprinde mai multe copii ale portiunii
indivizibile de anticorp si por{iunii indivizibile linker, atunci produsul rezultat poate fi un amestec
de compusi ADC cu o distributie de una sau mai multe portiuni indivizibile de medicament atasate
la fiecare copie a portiunii indivizibile de anticorp in amestec. Asa cum se descrie in acest
document, incircarea medicamentului intr-un amestec de ADC-uri care rezultd dintr-o reactie de
conjugare variaza de la 1 pand la 20 de portiuni indivizibile de medicament atasate per portiune
indivizibild de anticorp. Numdrul mediu de portiuni indivizibile de medicament per portiune
indivizibild de anticorp (adicd, incircarea medie a medicamentului, sau p mediu) poate fi calculat
prin orice metodd convenfionald cunoscutd in domeniul de specialitate, de exemplu, prin
spectrometrie de masi (de exemplu, LC-MS 1in fazi inversd), si/sau cromatografie lichida de inaltd
performantd (de exemplu, HIC-HPLC). Asa cum se descrie in acest document, numarul mediu de
portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de anticorp este determinat prin
cromatografie cu interactiune hidrofobi-cromatografie lichidd de inaltd performantad (HIC-HPLC).
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Asa cum se descrie 1n acest document, numdrul mediu de portiuni indivizibile de medicament per
portiune indivizibild de anticorp este determinat prin cromatografie lichidd in fazi inversi-
spectrometric de masd (LC-MS). Asa cum se descrie in acest document, numdrul mediu de
portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de anticorp este de la aproximativ 3
la aproximativ 4; de la aproximativ 3,1 pand la aproximativ 3,9; de la aproximativ 3,2 to
aproximativ 3,8; de la aproximativ 3,2 pand la aproximativ 3,7; de la aproximativ 3,2 pani la apro-
ximativ 3,6; de la aproximativ 3,3 pand la aproximativ 3,8; sau de la aproximativ 3,3 pand la
aproximativ 3,7. Asa cum se descrie in acest document, numirul mediu de portiuni indivizibile de
medicament per portiune indivizibild de anticorp este de la aproximativ 3,2 pand la aproximativ
3,8. Asa cum se descrie in acest document, numarul mediu de portiuni indivizibile de medicament
per portiune indivizibild de anticorp este de aproximativ 3.8. Asa cum se descrie in acest
document, numirul mediu de portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de
anticorp este de 1a 3 1a 4; de la 3,1 pand la 3,9; de 1a 3,2 pand la 3,8; de la 3,2 pand 1a 3,7; de la 3,2
pand la 3,6; de la 3,3 pana la 3,8; sau de la 3,3 pand la 3,7. Asa cum se descrie in acest document,
numdrul mediu de portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibila de anticorp este de
la 3,2 pand la 3,8. Asa cum se descrie 1n acest document, numarul mediu de portiuni indivizibile de
medicament per portiune indivizibila de anticorp este de 3,8.

Asa cum se descrie in acest document, numdrul mediu de porfiuni indivizibile de
medicament per portiune indivizibild de anticorp este de la aproximativ 3,5 pand la aproximativ
4,5; de 1a aproximativ 3,6 pind la aproximativ 4.4; de la aproximativ 3,7 pand la aproximativ 4,3;
de la aproximativ 3,7 pand la aproximativ 4,2; sau de la aproximativ 3,8 pina la aproximativ 4,2.
Asa cum se descrie 1n acest document, numdrul mediu de portiuni indivizibile de medicament per
portiune indivizibild de anticorp este de la aproximativ 3,6 pand la aproximativ 4,4. Asa cum se
descrie in acest document, numdrul mediu de porfiuni indivizibile de medicament per portiune
indivizibild de anticorp este de aproximativ 4,0. Asa cum se descrie in acest document, numarul
mediu de portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de anticorp este de la 3,5
pand la 4,5; de 1a 3,6 pani la 4.4; de la 3,7 pani 1a 4,3; de 1a 3,7 pani la 4.2; sau de 1a 3,8 pand la
4,2. Asa cum se descrie in acest document, numdrul mediu de portiuni indivizibile de medicament
per portiune indivizibild de anticorp este de la 3,6 pana la 4,4. Asa cum se descrie in acest
document, numirul mediu de portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de
anticorp este de 4,0.

Asa cum se descrie in acest document, termenul "aproximativ" asa cum este utilizat in
ceea ce priveste numdrul mediu de portiuni indivizibile de medicament per portiune indivizibild de
anticorp inseamna +/- 10%.

Compusii ADC individuali, sau "specii”, pot fi identificati in amestec prin spectroscopie
de masi si separati prin UPLC sau HPLC, de exemplu cromatografie cu interactiune hidrofoba
(HIC-HPLC). Asa cum se descrie in acest document, un ADC omogen sau aproape omogen cu o
singurd valoare de incidrcare poate fi izolat din amestecul de conjugare, de exemplu, prin
electroforeza sau cromatografie.

Asa cum se descrie in acest document, o incrcare a medicamentului si/sau o incarcare
medie a medicamentului de aproximativ 4 asigura proprietiti benefice. Asa cum se descrie in acest
document, o incidrcare a medicamentului si/sau o incdrcare medie a medicamentului mai mica de
aproximativ 4 poate avea ca rezultat un nivel inacceptabil de ridicat al speciilor de anticorp
neconjugat, care pot concura cu ADC pentru legarea la un antigen {intd si/sau poate asigura
eficacitate redusd a tratamentului. Asa cum se descric in acest document, o incircare a
medicamentului si/sau o incdrcare medie a medicamentului mai mare de aproximativ 4 poate avea
ca rezultat un nivel inacceptabil de ridicat al eterogenititii produsului si/sau agregirii ADC. O
incdrcare a medicamentului si/sau o incircare medie a medicamentului mai mare de aproximativ 4
poate afecta, de asemenea, stabilitatea ADC-ului, din cauza pierderii uneia sau mai multor legaturi
chimice necesare pentru a stabiliza porfiunea indivizibila de anticorp.

Asa cum se descrie in acest document, un ADC are Formula I:

Ab-(L-D), 0))

in care:

(i) Ab este un anticorp anti-receptorul alfa al folatului de internalizare sau fragmentul de legare la
antigen al acestuia care cuprinde o regiune variabild a lanfului greu care cuprinde o secventd de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a lantului usor care cuprinde o
secven{d de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24;

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si
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(iv) p este un numdr intreg de la 3 1a 4.
Asa cum se descrie in acest document, un ADC are Formula I:

Ab-(L-D), 0))

in care:

(i) Ab este un anticorp anti-receptorul factorului de crestere epidermic uman 2 de internalizare sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia care cuprinde o regiune variabila a lantului greu care
cuprinde o secventd de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 27, si o regiune variabild a lantului usor
care cuprinde o secven{d de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 28,

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si

(iv) p este un numdr intreg de la 3 1a 4.

Asa cum se descrie in acest document, p este 4.

Prezenta descriere a inventiei include metode pentru producerea ADC-urilor descrise. Pe
scurt, ADC-urile cuprind un anticorp sau un fragment de legare la antigen ca portiunea indivizibild
de anticorp, o portiune indivizibild de medicament, si un linker care uneste portiunea indivizibild
de medicament si portiunea indivizibild de anticorp. Asa cum se descrie in acest document, ADC-
urile pot fi preparate folosind un linker care are functionalititi reactive pentru atasarea covalentd la
portiunea indivizibild de medicament si la porfiunea indivizibild de anticorp. Pentru exemplificare,
asa cum se descrie in acest document, o cisteind tiol a unei porfiuni indivizibile de anticorp poate
forma o legiturd cu o grupare functionald reactivd a unui linker sau a unui intermediar medica-
ment-linker (de exemplu, o portiune indivizibild maleimidd) pentru a produce un ADC. Generarea
ADC-urilor poate fi realizati prin orice tehnica cunoscuta specialistilor calificati.

Asa cum se descrie in acest document, un ADC este produs prin punerea in contact a unei
portiuni indivizibile de anticorp cu un linker si o porfiune indivizibild de medicament intr-o
manierd secventiald, astfel incit portiunea indivizibild de anticorp este legati covalent mai intai la
linker, si apoi intermediarul anticorp-linker pre-format reactfioneazd cu portiunea indivizibild de
medicament. Intermediarul anticorp-linker poate fi supus sau nu unei etape de purificare inainte de
punerea in contact a por{iunii indivizibile de medicament. Asa cum se descrie in acest document,
un ADC este produs prin punerea in contact a unei portiuni indivizibile de anticorp cu un compus
linker medicament pre-format prin punerea in reactie a unui linker cu o portiune indivizibild de
medicament. Compusul linker-medicament pre-format poate fi supus sau nu unei etape de
purificare inainte de punerea in contact a portiunii indivizibile de medicament. Asa cum se descrie
in acest document, porfiunea indivizibild de anticorp contacteaza linkerul si porfiunea indivizibild
de medicament intr-un amestec de reacfie, permifind formarea simultand a legiturilor covalente
intre portiunea indivizibild de anticorp si linker, si intre linker si portiunea indivizibild de
medicament. Aceastd metodd de producere a ADC-urilor poate include o reactie, in care porfiunea
indivizibild de anticorp contacteazi portiunea indivizibild de anticorp inainte de addugarea
linkerului la amestecul de reactie, si vice versa. Asa cum se descrie in acest document, un ADC
este produs prin punerea in reactie a unei portiuni indivizibile de anticorp cu un linker atasat la o
portiune indivizibild de medicament, cum ar fi Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB-eribulin, in conditii care
permit conjugarea.

ADC-urile preparate in conformitate cu metodele descrise mai sus pot fi supuse unei
etape de purificare. Etapa de purificare poate implica orice metode biochimice cunoscute in
domeniul de specialitate pentru purificarea proteinelor, sau orice combinatie a metodelor acestora.
Acestea includ, dar nu sunt limitate la, filtrare cu flux tangential (TFF), cromatografie de afinitate,
cromatografie cu schimb de ioni, orice cromatografic bazatd pe sarcini sau puncte izoelectrice,
cromatografic in mod mixt, de exemplu, CHT (hidroxiapatitd ceramicd), cromatografic cu
interactiune hidrofobd, cromatografie de excludere a dimensiunii, dializd, filtrare, precipitare
selectivd, sau orice combinatie a acestora.

Utilizari terapeutice si compozitii

In acest document sunt ficute cunoscute metode pentru utilizarea ADC-urilor ficute
cunoscute in tratarea unui subiect pentru o tulburare, de exemplu, o tulburare oncologicd. ADC-
urile pot fi administrate singure sau in combinatie cu un al doilea agent terapeutic si pot fi
administrate in orice formulare acceptabild din punct de vedere farmaceutic, dozare, si regim de
dozare. Eficacitatea tratamentului cu ADC poate fi evaluata pentru toxicitate, precum si indicatori
de eficacitate si ajustatd in consecintd. Masurile de eficacitate includ, dar nu sunt limitate la, un
efect citostatic si/sau citotoxic observat in vitro sau in vivo, volum al tumorii redus, inhibare a
cresteril tumorii, si/sau supravietuire prelungita.
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Sunt cunoscute metode pentru a determina daca un ADC exercitd un efect citostatic si/sau
citotoxic asupra unei celule. Pentru exemplificare, activitatea citotoxica sau citostaticd a unui ADC
poate fi misurata prin: expunerea celulelor de mamifere care exprimd o proteind {intd a ADC-ului
intr-un mediu de culturd de celule; cultivarea celulelor pentru o perioada de la aproximativ 6 ore
pana la aproximativ 5 zile; si masurarea viabilitatii celulei. Analizele in vitro bazate pe celule pot
fi utilizate, de asemenea, pentru a mdsura viabilitatea (proliferarea), citotoxicitatea, si inducerea
apoptozei (activarea caspazei) ale ADC-ului.

Pentru a determina dacd un conjugat anticorp-medicament exercitd un efect citostatic,
poate fi utilizatd o analiz3 de incorporare a timidinei. Pentru exemplificare, celulele canceroase
care exprimd un antigen tintd la o densitate de 5.000 de celule/godeu dintr-o placd cu 96 de
godeuri pot fi cultivate pentru o perioadad de 72 de ore si expuse la 0,5 pCi de *H-timidind pe
parcursul ultimelor 8 ore din perioada de 72 de ore. Incorporarea de *H-timidina in celulele culturii
este masuratd in prezenta si absenta ADC-ului.

Pentru determinarea citotoxicitdfii se poate mdisura necroza sau apoptoza (moartea
celulard programatd). Necroza este insotitd de obicei de o permeabilitate crescutd a membranei
plasmatice; umflarea celulei, si ruperea membranei plasmatice. Apoptoza este caracterizatd de
obicei prin sangerarea membranei, condensarea citoplasmei, si activarea endonucleazelor
endogene. Determinarea oricdruia dintre aceste efecte asupra celulelor canceroase indicad faptul ca
un ADC este util in tratamentul cancerelor.

Viabilitatea celulei poate fi masuratd, de exemplu, determindnd intr-o celuld absorbtia
unui colorant, cum ar fi rosu neutru, albastru tripan, violet de gentiand, sau albastru ALAMAR™
(a se vedea, de exemplu, Page si colab., (1993) Intl. J. Oncology, 3: 473-6). Intr-o astfel de analiza,
celulele sunt incubate in medii care confin colorantul, celulele sunt spilate, iar colorantul ramas,
care reflectd absorbtia celulard a colorantului, este masurat spectrofotometric. Asa cum se descrie
in acest document, potenta in vitro a ADC-urilor preparate este evaluatd folosind o analizd cu
violet de gentiand. Violetul de gentiand este un colorant triarilmetan care se acumuleaza in nucleul
celulelor viabile. In aceastd analizd, celulele sunt expuse ADC-urilor sau agentilor de control
pentru o perioada de timp definitd, dupd care celulele sunt colorate cu violet de gentiand, spilate
abundent cu apd, apoi solubilizate cu SDS 1% si citite spectrofotometric. Pentru a masura
citoxicitatea poate fi utilizat, de asemenca, colorantul de legare la proteind sulforodamini B (SRB)
(Skehan si colab., (1990) J. Natl. Cancer Inst., 82: 1107-12).

Apoptoza poate fi cuantificati, pentru exemplificare, prin mdsurarea fragmentdrii ADN-
ului. Sunt disponibile metode fotometrice comerciale pentru determinarea cantitativd in vitro a
fragmentarii ADN-ului. Exemple de astfel de analize, inclusive TUNEL (care detecteaza
incorporarea nucleotidelor marcate in ADN fragmentat) si analize bazate pe ELISA, sunt descrise
in Biochemica (1999), nr. 2, p. 34-37 (Roche Molecular Biochemicals).

Apoptoza poate fi determinatd, de asemenea, prin masurarea modificarilor morfologice
intr-o celuld. Pentru exemplificare, ca si in cazul necrozei, pierderea integrititii membranei
plasmatice poate fi determinatd prin masurarea absorbtiei anumitor coloranfi (de exemplu, un
colorant fluorescent, cum ar fi, pentru exemplificare, portocaliul de acridind sau bromura de
etidiu). O metodad pentru mdsurarea numdrului de celule apoptotice a fost descrisd de Duke si
Cohen, Current Protocols in Immunology (Coligan si colab., ed. (1992) p. 3.17.1-3.17.16).
Celulele pot fi marcate, de asemenea, cu un colorant ADN (de exemplu, portocaliu de acridind,
bromura de etidiu sau iodurd de propidiu) si celulele observate pentru condensarea cromatinei §i
marginatie de-a lungul membranei nucleare interioare. Alte modificdri morfologice care pot fi
masurate pentru a determina apoptoza includ, de exemplu, condensarea citoplasmatica, singerare a
membranei crescute, si contractia celulara.

ADC-urile ficute cunoscute pot fi evaluate, de asemenea, pentru activitatea de ucidere a
vecinatitilor. Activitatea de ucidere a vecindtitilor poate fi determinati, de exemplu, printr-o
analiz care foloseste doud linii celulare, una pozitivd pentru antigenul tintd si una negativa pentru
antigenul tintd. Liniile celulare sunt, preferabil, marcate, pentru a le diferentia. Pentru
exemplificare, celulele IGROV1 (FRA+) marcate cu Nuclight™ Green (NLG) si HL-60 (FRA-)
marcate cu Nuclight™ Red (NLR) pot fi co-cultivate, tratate cu un ADC anti-FRA, dupd care
urmeaza monitorizarea citotoxicitatii. Uciderea celulelor {intd negative la antigen atunci cind sunt
amestecate cu celule tintd pozitive la antigen este un indicativ pentru uciderea vecinatitilor, in
timp ce uciderea celulelor tintd negative la antigen In absenta celulelor tintd pozitive la antigen este
un indicativ pentru ucidere departe de tinta.

In unele aspecte, prezenta descriere a inventiei furnizeazi o metoda de ucidere, inhibare
sau modulare a cresterii, sau interferare cu metabolismul unei celule canceroase sau unui fesut
canceros prin perturbarea tubulinei. Metoda poate fi utilizatd cu orice subiect in care perturbarea
tubulinei oferd un beneficiu terapeutic. Subiectii care pot beneficia de perturbarea tubulinei includ,
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dar nu sunt limitati la, cei care au sau prezinta riscul de a avea un cancer gastric, cancer ovarian
(de exemplu, cancer ovarian seros), cancer pulmonar (de exemplu, cancer pulmonar cu celule non-
mici), cancer mamar (de exemplu, cancer mamar triplu negativ), cancer endometrial (de exemplu,
carcinom endometrial seros), osteosarcom, sarcom Kaposi, cancer cu celule germinale testiculare,
leucemie, limfom (de exemplu, boala Hodgkin, limfom non-Hodgkin), mielom, cancer de cap si
gat, cancer esofagian, cancer pancreatic, cancer de prostatd, cancer cercbral (de exemplu,
glioblastom), cancer tiroidian, cancer colorectal, si/sau cancer de piele (de exemplu, melanom),
sau orice metastaze ale acestora (Dumontet si Jordan, (2010) Nat. Rev. Drug Discov., 9: 790 -
803). Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile ficute cunoscute pot fi administrate in
orice celuld sau tesut care exprimd FRA, cum ar fi o celuld canceroasi sau un tesut canceros care
exprimd FRA. O descriere a inventiei cu titlu de exemplu include o metodd de inhibare a
semnalizarii celulare mediatd de FRA sau o metodd de ucidere a unei celule. Metoda poate fi
utilizatd cu orice celuld sau tesut care exprimd FRA, cum ar fi o celuld canceroasd sau o leziune
metastaticd. Exemplele nelimitative de cancere care exprimd FRA includ cancerul gastric, cancerul
ovarian seros, cancerul ovarian cu celule clare, cancerul pulmonar cu celule non-mici, cancerul
colorectal, cancerul de san triplu negativ, cancerul endometrial, carcinomul endometrial seros,
carcinoidul pulmonar si osteosarcomul. Exemplele nelimitative de celule care exprimi FRA includ
celulele de carcinom ovarian uman IGROV1 si OVCAR3, celulele de carcinom pulmonar cu
celule non-mici uman NCI-H2110, si celulele care contin un acid nucleic recombinant care
codificd FRA sau o portiune a acestuia.

Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile facute cunoscute pot fi administrate in
orice celuld sau tesut care exprimd her2, cum ar fi o celuld canceroasa sau un tesut canceros care
exprimd her2. O descriere a inventiei cu titlu de exemplu include o metodd de inhibare a
semnalizarii celulare mediatd de her2 sau o metodd de ucidere a unei celule. Metoda poate fi
utilizatd cu orice celuld sau tesut care exprima her2, cum ar fi o celuld canceroasi sau o leziune
metastaticd. Exemplele nelimitative de cancere care exprimd her2 includ cancerul de sin, cancerul
gastric, cancerul de vezica urinard, carcinomul de celule uroteliale, cancerul esofagian, cancerul
pulmonar, cancerul de col uterin, cancerul endometrial si cancerul ovarian (English si colab.,
(2013) Mol. Diagn. Ther., 17: 85 - 99). Exemplele nelimitative de celule care exprima her2 includ
celulele de carcinom gastric uman NCI-N87-luc, celulele de carcinom ductal de san uman ZR75 si
BT-474, si celulele care cuprind un acid nucleic recombinant care codificd her2 sau o portiune a
acestuia.

Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile facute cunoscute pot fi administrate in
orice celuld sau tesut care exprima mezotelina (MSLN), cum ar fi o celuld canceroasi sau un tesut
canceros care exprimd MSLN. O descriere a inventiei cu titlu de exemplu include o metodad de
inhibare a semnalizdrii celulare mediatd de MSLN sau o metodd de ucidere a unei celule. Metoda
poate fi utilizatd cu orice celuld sau tesut care exprimd MSLN, cum ar fi o celuld canceroasd sau o
leziune metastaticd. Exemplele nelimitative de cancere care exprimd MSLN includ mezoteliomul,
cancerul pancreatic (de exemplu, adenocarcinomul pancreatic), cancerul ovarian, si cancerul pul-
monar (de exemplu, adenocarcinomul pulmonar) (Wang si colab., (2012) PLoS ONE, 7: €33214).
Exemplele nelimitative de celule care exprimd MSLN includ celulele de carcinom ovarian uman
OVCAR3, celulele endometroide umane HEC-251, celulele de mezoteliom cu celule scuamoase
pulmonare umane H226, si celulele care contin un acid nucleic recombinant care codifici MSLN
sau o portiune a acestuia.

Metodele cu titlu de exemplu includ etapele de punere in contact a celulei cu un ADC, asa
cum se descrie in acest document, intr-o cantitate eficientd, adici o cantitate suficientd pentru a
ucide celula. Metoda poate fi utilizatd pe celule in culturd, de exemplu in vitro, in vivo, ex vivo, sau
in situ. Pentru exemplificare, celulele care exprimd FRA, her2, si/sau MSLN (de exemplu, celulele
colectate prin biopsia unei leziuni tumorale sau metastatice; celulele dintr-o linie celulard de
cancer stabilitd; sau celulele recombinate), pot fi cultivate in vitro in mediu de cultura si etapa de
punere in contact poate fi efectuatd prin addugarea ADC-ului la mediul de culturd. Metoda va avea
ca rezultat uciderea celulelor care exprimad FRA, her2, si/sau MSLN, inclusiv in special a celulelor
tumorale care exprimi FRA, her2, si/sau MSLN. Alternativ, ADC-ul poate fi administrat unui su-
biect pe orice rutd de administrare adecvatd (de exemplu, intravenos, subcutanat, sau contact direct
cu un tesut tumoral) pentru a avea un efect in vivo.

Efectul in vivo al unei compozitii terapeutice de ADC facute cunoscuta poate fi evaluat
intr-un model animal adecvat. Pentru exemplificare, pot fi folosite modele de cancer xenogenice,
in care explantii de cancer sau fesuturile de xenogrefd care au suferit pasaj sunt introduse in
animale compromise imun, cum ar fi soarecii nud sau SCID (Klein si colab., (1997) Nature Med.,
3: 402-8). Eficacitatea poate fi prezisd folosind analize care mdsoara inhibarea formdrii tumorii,
regresia tumorii sau metastaza, si altele asemenea.
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Pot fi utilizate, de asemenea, analize in vive care evalueazd stimularea apoptozei. Asa
cum se descrie in acest document, xenogrefele de la soareci purtitori de tumord tratati cu
compozitia terapeuticd pot fi examinate pentru prezenta focarelor apoptotice si comparate cu
soareci purtdtori de xenogrefd de control netratati. Masura in care focarele apoptotice se gisesc in
tumorile soarecilor tratati oferd o indicatie a eficacititii terapeutice a compozitiei.

In acest document sunt descrise suplimentar metode pentru tratarea cancerului. ADC-urile
facute cunoscute in acest document pot fi administrate unui mamifer non-uman sau unui subiect
uman in scopuri terapeutice. Metodele terapeutice presupun administrarea citre un mamifer care
are o tumora a unei cantitdti eficiente din punct de vedere biologic dintr-un ADC care cuprinde un
agent chimioterapeutic selectat (de exemplu, eribulind) legat de un anticorp de fintire care se leaga
la un antigen exprimat, care este accesibil legdrii, sau este localizat pe o suprafatd a celulei
canceroase. O descriere cu titlu de exemplu este o metodi de livrare a unui agent chimioterapeutic
la o celuld care exprimi FRA, care cuprinde conjugarea agentului chimioterapeutic 1a un anticorp
care se leagad imunospecific la un epitop FRA si expune celula la ADC. Celulele tumorale cu titlu
de exemplu care exprimd FRA pentru care sunt indicate ADC-urile din prezenta descriere a
inventiei includ celule dintr-un cancer gastric, un cancer ovarian seros, un cancer pulmonar cu
celule non-mici, un cancer colorectal, un cancer mamar (de exemplu, un cancer mamar triplu
negativ), un carcinoid pulmonar, un osteosarcom, un cancer endometrial, si un carcinom
endometrial cu histologie seroasi.

O altd descriere cu titlu de exemplu este o metodd de livrare a unui agent chi-
mioterapeutic la o celuld care exprimd her2, care cuprinde conjugarea agentului chimioterapeutic
la un anticorp care se leagd imunospecific la un epitop her2 si expune celula la ADC. Celulele
tumorale cu titlu de exemplu care exprimi her2 pentru care sunt indicate ADC-urile din prezenta
descriere a inventiei includ celule dintr-un cancer mamar, un cancer gastric, un cancer de vezici
urinard, un carcinom de celule uroteliale, un cancer esofagian, un cancer pulmonar, un cancer de
col uterin, un cancer endometrial, si un cancer ovarian.

O altd descriere cu titlu de exemplu este o metodd de livrare a unui agent chi-
mioterapeutic la o celuld care exprimd MSLN, care cuprinde conjugarca agentului chi-
mioterapeutic la un anticorp care se leagd imunospecific la un epitop MSLN si expune celula la
ADC. Celulele tumorale cu titlu de exemplu care exprimi MSLN pentru care sunt indicate ADC-
urile din prezenta descriere a inventiei includ celule dintr-un mezoteliom, un cancer pancreatic (de
exemplu, un adenocarcinom pancreatic), un cancer ovarian, si un cancer pulmonar (de exemplu,
adenocarcinom pulmonar).

O alta descriere cu titlu de exemplu este 0 metodd pentru tratarea unui pacient care are
sau prezinta riscul de a avea un cancer care exprimd un antigen {intd pentru porfiunea indivizibild
de anticorp a ADC-ului, cum ar fi FRA, her2 sau MSLN, care cuprinde administrarea citre pacient
a unei cantitafi eficiente din punct de vedere terapeutic dintr-un ADC din prezenta descriere a
inventiei. Asa cum se descrie in acest document, pacientul nu rispunde sau raspunde slab la
tratamentul cu un anticorp anti-FRA atunci cand este administrat singur, si/sau la tratamentul cu o
portiune indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) atunci cind este administrat singur.
Asa cum se descrie in acest document, pacientul nu rispunde sau rdspunde slab la tratamentul cu
un anticorp anti-her2 atunci cand este administrat singur, si/sau tratamentul cu o porfiune
indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) atunci cind este administrat singur. Asa cum
se descrie in acest document, pacientul nu rdspunde sau rispunde slab la tratamentul cu un
anticorp anti-MSLN atunci cand este administrat singur, si/sau tratamentul cu o portiune
indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) atunci cind este administrat singur. Asa cum
se descrie in acest document, pacientul este intolerant la tratamentul cu o portiune indivizibila de
medicament (de exemplu, eribulind) atunci cind este administrat singur. De exemplu, un pacient
poate necesita doze de eribulind pentru a trata un cancer care duc la toxicitate sistemicd, care sunt
depdsite prin livrarea fintit citre un cancer care exprimd un antigen tintd pentru porfiunea
indivizibild de anticorp a ADC-ului cum ar fi FRA, her2 sau MSLN, prin urmare reducand
uciderea departe de {inta.

O altd descriere cu titlu de exemplu este o metoda pentru reducerea sau inhibarea cresterii
unei tumori care exprimd antigen f{intd (de exemplu, o tumord care exprimi FRA, o tumord care
exprimd her2, sau o tumora care exprimd MSLN), cuprinzind administrarea unei cantititi eficiente
din punct de vedere terapeutic dintr-un ADC. Asa cum se descrie in acest document, tratamentul
este suficient pentru a reduce sau inhiba cresterea tumorii pacientului, pentru a reduce numirul sau
dimensiunea leziunilor metastatice, pentru a reduce sarcina tumorald, pentru a reduce sarcina
tumorald primard, pentru a reduce invazivitatea, pentru a prelungi timpul de supraviefuire, si/sau
pentru a mentine sau imbundtiti calitatea vietii. Asa cum se descrie in acest document, tumora este
rezistentd sau refractard la tratamentul cu un anticorp anti-FRA atunci cand este administrat singur,
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si/sau tratamentul cu o portiune indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) atunci cand
este administrat singur. Asa cum se descrie in acest document, tumora este rezistentd sau refractara
la tratamentul cu un anticorp anti-her2 atunci cand este administrat singur, si/sau tratamentul cu o
portiune indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) atunci cind este administrat singur.
Asa cum se descrie in acest document, tumora este rezistentd sau refractard la tratamentul cu un
anticorp anti-MSLN atunci cand este administrat singur, si/sau tratamentul cu o portiune
indivizibild de medicament (de exemplu, eribulind) atunci cind este administrat singur.

Mai mult, anticorpii din prezenta descriere a inventiei pot fi administrati unui mamifer
non-uman care exprim un antigen cu care ADC-ul este capabil si se lege in scopuri veterinare sau
ca un model animal al bolii umane. In legiturd cu acesta din urmd, astfel de modele animale pot fi
utile pentru evaluarea eficacitdtii terapeutice a ADC-urilor ficute cunoscute (de exemplu, testarea
dozelor si a duratelor de timp de administrare).

in acest document sunt descrise suplimentar utiliziri terapeutice ale ADC-urilor ficute
cunoscute. O descriere cu titlu de exemplu este utilizarea unui ADC in tratamentul unui cancer
care exprimd antigen tintd (de exemplu, un cancer care exprimd FRA, un cancer care exprimi
her2, sau un cancer care exprimd MSLN). Sunt ficute cunoscute, de asemeneca, ADC-uri pentru
utilizare in tratamentul unui cancer care exprimi antigen tintd (de exemplu, un cancer care exprima
FRA, un cancer care exprimd her2, sau un cancer care exprimd MSLN). Metodele pentru
identificarea subiectilor care au cancer care exprimd FRA, her2, si/sau MSLN sunt cunoscute in
domeniul de specialitate si pot fi utilizate pentru a identifica pacientii adecvati pentru tratament cu
un ADC fécut cunoscut.

O altd descriere cu titlu de exemplu este utilizarea unui ADC intr-o metodd de fabricare a
unui medicament pentru tratamentul unui cancer care exprima antigen tintd (de exemplu, un cancer
care exprimi FRA, un cancer care exprimd her2, sau un cancer care exprimd MSLN).

Compozitiile terapeutice utilizate in practica metodelor de mai sus pot fi formulate in
compozitii farmaceutice ce cuprind un transportor acceptabil din punct de vedere farmaceutic
adecvat pentru metoda de livrare doritd. O descriere cu titlu de exemplu este o compozitie
farmaceutici ce cuprinde un ADC din prezenta descriere a inventiei si un transportor acceptabil
din punct de vedere farmaceutic. Transportorii adecvati includ orice material care, atunci cind este
combinat cu compozitia terapeuticd, pastreaza functia anti-tumorald a compozitiei terapeutice si
este, in general, non-reactiv cu sistemul imunitar al pacientului. Transportorii acceptabili din punct
de vedere farmaceutic includ oricare si toti solventii, oricare si toate mediile de dispersie,
acoperirile, oricare si toti agentii antibacterieni si antifungici, agentii izotonici si de intirziere a
absorbfiel, si altii similari care sunt compatibili din punct de vedere fiziologic. Exemplele de
transportori acceptabili din punct de vedere farmaceutic includ unul sau mai multi dintre apa,
solutie salind, solutic salind tamponatd cu fosfat, dextroza, glicerol, etanol, sare mesilat, si altii
asemenea, precum si combinatii ale acestora. In multe cazuri, va fi de preferat si se includi in
compozitie agenti izotonici, pentru exemplificare, zaharuri, polialcooli precum manitol, sorbitol,
sau clorurd de sodiu. Transportorii acceptabili din punct de vedere farmaceutic pot cuprinde
suplimentar cantititi minore de substante auxiliare, cum ar fi agentii de umectare sau de
emulsionare, conservantii sau tampoanele, care sporesc durata de valabilitate sau eficacitatea
ADC-ului.

Formularile terapeutice pot fi solubilizate si administrate prin intermediul oricirei rute
capabile si livreze compozifia terapeuticd la locul tumorii. Rutele de administrare potential
eficiente includ, dar nu sunt limitate la, ruta intravenoasd, parenterald, intraperitoneald,
intramusculard, intratumorald, intradermicd, intraorganicd, ortotopicd, si altele asemenea.
Preparatele proteice terapeutice pot fi liofilizate si depozitate sub formd de pulberi sterile,
preferabil sub vid, si apoi reconstituite in apd bacteriostatica (care confine, pentru exemplificare,
conservant de alcool benzilic) sau in apd sterild inainte de injectie. Formuldrile terapeutice pot
cuprinde un ADC sau o sare acceptabild din punct de vedere farmaceutic a acestuia, de exemplu, o
sare mesilat.

ADC-urile ficute cunoscute in acest document pot fi administrate unui pacient care are
nevoie de acestea la o dozd care variazi de la aproximativ 0,2 mg/kg pind la aproximativ 10
mg/kg. Asa cum se descrie in acest document, ADC-ul este administrat pacientului zilnic, bilunar,
sau orice perioadd de timp intre acestea. Dozele si protocoalele de administrare pentru tratamentul
cancerelor care utilizeaza metodele de mai sus vor varia in functie de metoda si de cancerul tint,
si vor depinde in general de o serie de alti factori recunoscuti in domeniul de specialitate.

Pentru a administra unul sau mai multe ADC-uri din prezenta descriere a inventiei sunt
cunoscute si pot fi utilizate diverse sisteme de livrare. Metodele de administrare a ADC-urilor
includ, dar nu sunt limitate la, administrarea parenterald (de exemplu, intradermica,
intramusculard, intraperitoneald, intravenoasd si subcutanatd), administrarea epidurald,
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administrarea intratumorald, si administrarea mucozali (de exemplu, ciile intranazale si orale). in
plus, poate fi utilizatd administrarea pulmonard, de exemplu, prin utilizarea unui inhalator sau
nebulizator, si formulare cu un agent de aerosolizare. A se vedea, de exemplu, compozitiile si
metodele pentru administrare pulmonard descrise in brevetele de inventie U.S. nr. 6.019.968,
5.985.320, 5.985.309, 5.934.272, 5.874.064, 5.855.913, 5.290.540, si 4.880.078; si Publ. PCT nr.
WO 92/19244, WO 97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346, si WO 99/66903. ADC-urile pot fi
administrate prin orice rutd convenabild, pentru exemplificare, prin perfuzie sau injectie in bolus,
sau prin absorbtie prin cdptuseli epiteliale sau mucocutanate (de exemplu, mucoasi orald, mucoasa
rectald si intestinald etc.). Administrarea poate fi fie sistemica, fie locala.

Compozitiile terapeutice ficute cunoscute in acest document pot fi sterile si stabile in
conditiile de fabricatie si depozitare. Asa cum se descrie in acest document, un ADC sau mai multi
dintre ADC, sau o compozifie farmaceuticd sau mai multe dintre compozitiile farmaceutice, se
furnizeaza sub formd de pulbere liofilizatd sterilizatd uscatd sau concentrat fird apd intr-un
recipient inchis ermetic si pot fi reconstituite (de exemplu, cu apd sau solutie salind) la
concentrafia corespunzitoare pentru administrare unui subiect. Preferabil, unul sau mai mulfi
agenti profilactici sau terapeutici sau una sau mai multe compozitii farmaceutice sunt furnizate sub
formd de pulbere liofilizatd sterild uscatd intr-un recipient inchis ermetic la 0 doza unitard de cel
putin 5 mg, cel putin 10 mg, cel putin 15 mg, cel putin 25 mg, cel putin 35 mg, cel putin 45 mg,
cel putin 50 mg, cel putin 75 mg, sau cel putin 100 mg, sau orice cantitate intre acestea. Asa cum
se descrie in acest document, ADC-urile liofilizate sau compozitiile farmaceutice sunt depozitate
la temperaturi intre 2°C si 8°C in recipientul original. Asa cum se descrie in acest document, un
ADC sau mai multi dintre ADC, sau o compozitie farmaceutica sau mai multe dintre compozitiile
farmaceutice, descrise in acest document se furnizeaza sub forma lichida intr-un recipient inchis
ermetic, de exemplu, un recipient care aratd cantitatea si concentratia agentului. Asa cum se
descrie in acest document, forma lichidd a compozitiei administrate este furnizatd intr-un recipient
inchis ermetic de cel putin 0,25 mg/mL, cel putin 0,5 mg/mL, cel putin 1 mg/mL, cel putin 2,5
mg/mL, cel putin 5 mg/mL, cel putin 8 mg/mL, cel putin 10 mg/mL, cel putin 15 mg/mL, cel putin
25 mg/mL, cel putin 50 mg/mL, cel putin 75 mg/mL, sau cel putin 100 mg/mL de ADC. Forma
lichida poate fi depozitati la temperaturi intre 2°C si 8°C 1n recipientul original.

Asa cum se descrie in acest document, ADC-urile ficute cunoscute pot fi incorporate intr-
o compozifie farmaceuticd adecvatd pentru administrare parenterald. Solutia injectabild poate fi
compusa fie dintr-o formi de dozare lichidd, fie liofilizatd intr-un flacon din sticli flint sau flacon
din sticld brund, ampuld, sau seringd preumplutd, sau alt dispozitiv de livrare sau depozitare
cunoscut.

Compozitiile descrise in acest document pot fi intr-o varietate de forme. Acestea includ,
pentru exemplificare, formele de dozare lichide, semi-solide, si solide, cum ar fi solutiile lichide
(de exemplu, solutiile injectabile si perfuzabile), dispersiile sau suspensiile, tabletele, pastilele,
pulberile, lipozomii, si supozitoarele. Forma preferatd depinde de modul de administrare
intentionat si de aplicafia terapeutica.

Asa cum se descrie in acest document, tratamentul implicd administrarea intr-un singur
bolus sau administrarea repetatid a preparatului ADC prin intermediul unei rute de administrare
acceptabile.

Pacientii pot fi evaluati pentru nivelurile de antigen tintd intr-o proba datd (de exemplu,
nivelurile de celule care exprimd antigenul tintd) pentru a ajuta la determinarea celui mai eficient
regim de dozare, etc. O descriere cu titlu de exemplu este 0 metodd pentru a determina dacd un
pacient va rispunde la tratamentul cu un ADC din prezenta descriere a inventiei, cuprinzind
furnizarea unei probe biologice de la pacient si punerea in contact a probei biologice cu ADC-ul.
Probele biologice cu titlu de exemplu includ fluidul tisular sau corporal, cum ar fi un exsudat
inflamator, sangele, serul, lichidul intestinal, proba de scaun, sau biopsia tumorald (de exemplu, o
biopsie tumorald derivatd de la un pacient care are sau prezintd riscul unui cancer care exprima
antigen tintd, de exemplu, un cancer care exprimd FRA, un cancer care exprimd her2, sau un
cancer care exprimd MSLN). Asa cum se descrie in acest document, o probd (de exemplu, un fluid
tisular si/sau corporal) poate fi obtinuta de la un subiect, si se poate utiliza o metodd imunologici
adecvati pentru a detecta si/sau misura exprimarea proteinei a antigenului tintd (de exemplu, FRA,
her2, sau MSLN). Astfel de evaludri sunt utilizate, de asemenea, in scopuri de monitorizare pe tot
parcursul terapiei, si sunt utile pentru a aprecia succesul terapeutic in combinatie cu evaluarea altor
parametri.

Asa cum se descrie in acest document, eficacitatea unui ADC poate fi evaluatd prin
punerea in contact a unei probe tumorale de la un subiect cu ADC si evaluarea ratei de crestere a
tumorii sau evaluarea volumului tumorii. Asa cum se descrie In acest document, atunci cand s-a
determinat ci un ADC este eficient, acesta poate fi administrat subiectului.



10

15

20

25

30

35

40

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31
85

Aborddrile terapeutice de mai sus pot fi combinate cu oricare dintre o mare varietate de
regimuri suplimentare chirurgicale, chimioterapice, sau radioterapice.

De asemenea, in acest document sunt ficute cunoscute utiliziri ale unui ADC sau mai
multora dintre ADC-urile ficute cunoscute la fabricarea unui medicament pentru tratarca
cancerului, de exemplu, in conformitate cu metodele descrise mai sus. Asa cum se descrie in acest
document, ADC-urile ficute cunoscute in acest document se utilizeaza pentru tratarea cancerului,
de exemplu, in conformitate cu metodele descrise mai sus.

Asa cum se descrie in acest document, kiturile pentru utilizare in aplicatiile de laborator si
terapeutice descrise in acest document sunt in sfera prezentei descrieri a inventiei. Astfel de kituri
pot cuprinde un transportor, un pachet, sau un container care este compartimentat pentru a primi
unul sau mai multe recipiente, cum ar fi flacoane, tuburi, si altele asemenea, fiecare recipient
(fiecare dintre recipiente) cuprinzind unul dintre elementele separate care urmeaza si fie utilizate
intr-o metodd facutd cunoscutd in acest document, impreund cu o ectichetd sau un insert care
contine instructiuni de utilizare, cum ar fi o utilizare descrisd in acest document. Kiturile pot
cuprinde un recipient care cuprinde o portiune indivizibild de medicament. Prezenta descriere a
inventiei descrie, de asemenea, un ADC sau mai multi dintre ADC, sau compozitiile farmaceutice
ale acestora, care sunt ambalate intr-un recipient sigilat ermetic, cum ar fi 0 ampula sau un pliculet,
indicand cantitatea de agent.

Kiturile pot cuprinde recipientul descris mai sus si unul sau mai multe alte recipiente
asociate acestuia, care cuprind materiale dorite din punct de vedere comercial si din punctul de
vedere al utilizatorului, inclusiv tampoane, diluanti, filtre, ace, seringi; etichete de transport,
ambalaj, recipient, flacon si/sau tub care mentioneaza continutul si/sau instructiunile de utilizare, si
inserturi de ambalaj cu instructiunile de utilizare.

O ctichetad poate fi prezentd pe sau impreund cu recipientul pentru a indica faptul ci
compozitia este utilizatd pentru o terapie specificd sau o aplicatie non-terapeutica, cum ar fi o
aplicatie de prognostic, profilactici, de diagnostic, sau de laborator. O etichetd poate indica, de
asemenea, directii fie pentru utilizare in vivo, fie pentru utilizare in vitro, cum ar fi cele descrise in
acest document. Directiile si alte informatii pot fi incluse, de asemenea, pe un insert (inserturi) sau
o ctichetd (etichete), care este inclusi (sunt incluse) cu sau pe kit. Eticheta poate fi pe, sau asociatd
cu recipientul. O eticheta poate fi pe un recipient atunci cand literele, numerele sau alte caractere
care formeaza eticheta sunt turnate sau gravate in recipientul insusi. O etichetd poate fi asociata cu
un recipient atunci cand este prezentd in interiorul unui recipient sau suport care fine, de asemenea,
recipientul, de exemplu, ca un insert de ambalaj. Eticheta poate indica faptul ci compozitia este
utilizatd pentru diagnosticarea sau tratarea unei afectiuni, cum ar fi un cancer descris in acest
document.

EXEMPLUL 1
1. Materiale si metode

MORADb-003 utilizat pentru prepararea ADC-urilor a fost din lotul #AA0312.
1.1 Citotoxine

Structurile citotoxinelor care pot fi conjugate sunt prezentate in Tabelul 11.
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Tabelul 11. Citotoxine conjugabile
Numele compusului |Linker Citotoxina Scindabilitate |Structura
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Numele compusului |Linker Citotoxina Scindabilitate |Structura
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Numele compusului |Linker Citotoxina Scindabilitate |Structura

M-172 ciclohexil duostatind 3 nu Chimie de legare de disulfur
M-174 ciclohexil duostatind 3 nu Chimie de legare de disulfur
M-158 PEG-pAB duostatina 10 da Chimie de legare de disulfur
M-0384 PEG-tioeter duostatind 14 nu Chimie de legare de disulfur
M-0302 PEG-Asn duostatind 14 nu Chimie de legare de disulfur
M-292 PEG-Asn duostatind 14 da Chimie de legare de disulfur
M-0026 PEG duostatind 14 da Chimie de legare de disulfur
M-0267 PEG-tioeter duomicina 7 nu Chimie de legare de disulfur
M-0272 Asn-Ala duomicina 7 da Chimie de legare de disulfur
M-0260 PEG-pAB duomicind 7 da Chimie de legare de disulfur
M-0276 Asn-Ala duomicind 7 da Chimie de legare de disulfur
M-015-0913 ciclohexil duostatind 3 nu Utilizare limitata a lizinei
M-030-0132 PEG-pAB duostatini 6 da Utilizare limitata a lizinei
M-0161 ciclohexil duostatina 10 nu Utilizare limitata a lizinei
M-0157 PEG-pAB duostatina 10 da Utilizare limitat a lizinei
M-027-0381 tioeter duostatind 14 nu Utilizare limitata a lizinei
M-0025 PEG duostatind 14 nu Utilizare limitata a lizinei
M-0301 PEG-Asn duostatind 14 nu Utilizare limitata a lizinei
M-030-0011 PEG-pAB duostatina 14 da Utilizare limitata a lizinei
M-030-0291 PEG-Asn duostatind 14 da Utilizare limitata a lizinei
M-0114 PEG-pAB duostatina-5 da Chimie de punere in punte a

Abrevieri: Ala, alanind; Asn, asparagind; Cit, citrulind; NHS, N-hidroxisuccinimidd, pAB, p-aminobenziloxicarbo
succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilat; Val, valind, VCP, Val-Cit-pAB.
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1.2 Conjugarea anticorp-medicament
1.2.1 Reducere partiala folosind TCEP

Conditiile de reducere partiald pentrtu MORAD-003 au fost stabilite prin varierea concentratiei
agentului reducdtor non-tiol tris(2-carboxietil)fosfind (TCEP), a concentratiei de anticorp, si a timpului de
reducere. MORAD-003 a fost schimbat in tampon in solutie salind tamponatd cu fosfat Dulbecco (DPBS)
confindnd 1 mM acid etilendiamindtetraacetic (EDTA), apoi concentrat la 10 mg/mL folosind concentrarea
centrifugd cu filtre de centrifugare cu prag de greutate moleculara (MWCO) de 10 kD. Anticorpii au fost
diluafi la concentratia corespunzitoare si s-a addugat TCEP la concentratia finald indicata, si s-a amestecat
usor timp de 1 ord la temperatura camerei. TCEP a fost indepéartat prin desalinizare utilizind coloane de
desalinizare cu rotire Zeba™ de 5 sau 10 mL. cu DPBS/1mM EDTA ca tampon (Thermo Fisher, MWCO de
40 kD), in conformitate cu protocolul producdtorului. Probele au fost analizate pentru continut de tiol liber fo-
losind kitul de cuantificare fluorometrica a tiolului (Abeam), in conformitate cu protocolul producatorului.
Pentru a determina amploarea si localizarea ruperii legéturii disulfurd a fost efectuatd analiza SDS-PAGE in
conditii nereducitoare, asa cum este descris in sectiunea 1.3.3. In unele cazuri, MAb-urile desalinizate au fost
aduse la 1-2 mg/mL prin diluare in DPBS si supuse biotinilarii pentru a determina conjugabilitatea si raportul
medicament-anticorp (DAR). La anticorp (mAb) se adaugd 10 mM maleimido-PEG2-biotind (Thermo Fisher)
in dimetilsulfoxid (DMSO) la un raport molar de 10:1 si se incubeaza la temperatura camerei timp de 4 ore cu
agitare usoard. Dupd conjugare, compusul care nu a reactionat a fost indepartat prin desalinizare utilizind
coloane de desalinizare cu rotire Zeba™ (Thermo Fisher). Probele au fost apoi analizate prin LC-MS pentru
determinarea DAR, asa cum este detaliat in sectiunca 1.3.4.
1.2.2 Conjugarea citotoxinei

Anticorpul redus partial a fost adus la 2,5 mg/mL in DPBS 0,5x, EDTA 0,5 mM, si amestecat bine.
Co-solventii organici, dacd sunt folositi, au fost addugati dupd aceea si amestecafi bine. Co-solventii
examinafi au fost propilen glicol (concentratic finald 20% si 50%), dimetilsulfoxid (DMSO) (10%), N,N-
dimetilformamida (20%), N,N-dimetilacetamidd (20%) si N,N-dimetilpropionamida (20%). Citotoxina
modificatd cu maleimido (stoc 6 mM in DMSO) a fost adaugata la anticorpi la un raport molar de 1:6
(mAb:compus) si amestecatd bine. Conjugarea a continuat la temperatura camerei timp de 3,5 ore, cu
amestecare usoard. Propilen glicol 50% la 50% a fost ales ca modificatorul organic final si a fost utilizat in
toate reactiile de conjugare ulterioare.
1.2.3 Purificare

Anticorpul conjugat a fost purificat folosind coloand (coloane) de desalinizare HiTrap® 26/10 (GE
Healthcare) cu cromatografie efectuatd cu o cromatografie lichidd cu proteind rapidd (FPLC) (GE
Healthcare), pentru a indepérta maleimido-citotoxina si propilen glicolul care nu au reactionat. ADC-urile
MORAD-003, inclusiv  MORAb-003-mal-VCP-cribulina (MORADb-202), au fost formulate in DPBS
(tamponul de formulare a fost utilizat ca tampon de rulare in timpul cromatogratiei FPLC).
1.3 Caracterizarea biofizica
1.3.1 Analiza BCA

Reactiv acid bicinconinic (BCA) preparat (200 pL) a fost addugat 1a 25 pL. de ADC-uri diluate in
serie sau gamma globind bovind (Thermo Fisher) 2 mg/mL standard, si probele au fost amestecate bine.
Probele au fost incubate la 37°C timp de 20 min. Plicile au fost citite la 595 nm pe un cititor de placi
SpectraMax® M5 (Molecular Devices). Datele au fost analizate folosind SoftMax® Pro (versiunea 3.2) cu un
model de montare cu 4 parametri.
1.3.2 Analiza SEC-HPLC

Agregarea anticorpului a fost analizatd prin cromatografie lichidd de inaltd performantd cu
excluderea dimensiunii (SEC-HPLC), folosind un Agilent 1100. mAb a fost diluat la 1 mg/mL in DPBS.
Anticorpul (20 pL) a fost injectat pe o coloani de sigurantd TSKgel® SuperSW (4,6 mm x 3,5 cm,
dimensiunea porilor de 4 um, Tosch Bioscience), urmatd de o coloand TSKgel® SuperSW3000 (4,6 mm x 30
cm, dimensiunea porilor de 4 pm), eluat din coloand cu fosfat de sodiu 0,1 M con{inind NaClI 0,15 M si NaN3
0,05%, la pH 7,4, 1a un debit de 0,3 mL/min timp de 20 min. Toate datele au fost analizate utilizand software
Agilent ChemStation. Procentul de agregare a fost calculat ca [PAagega/PAwwm]"100, unde PA = zona de varf
integrata.
1.3.3 Analiza SDS-PAGE

Probe de proteine (0,1-10 pg) au fost aduse 1a IX cu tampon de proba de dodecilsulfat de litiu (LDS).
Pentru probele nereduse, incubatia a fost efectuatd la temperatura camerei timp de 10 minute inainte de
clectroforeza. Pentru probele reduse, s-a adaugat ditiotreitol (DTT) la o concentratic finald de 20 mM si
probele au fost incalzite 1a 95°C timp de 10 min. si plasate pe gheata inainte de electroforeza. Probele au fost
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incércate pe geluri SDS-PAGE Bis-Tris cu 10, 12 sau 15 godeuri (Thermo Fisher) cu IX MOPS sau IX MES
ca tampon de rulare. Electroforeza a fost efectuatd la 185 V (tensiune constantd) timp de 1 ord. Gelurile au
fost colorate cu solufie de colorare InstantBlue (Expedeon) si decolorate in apd. Documentarca a fost
efectuatd pe un sistem de documentare cu gel UltraLum folosind filtre portocalii de 600 nm.
1.3.4 Analiza UPLC/ESI-MS a raportului medicament-anticorp (DAR)

ADC-urile au fost deglicozilate folosind PNGaza F (New England BioLabs). La mAb (90 uL, 1
mg/mL in DPBS) s-au addugat tampon G7 (10 pL) si PNGaza F (2 pL). Reactia a fost incubatd intr-un cuptor
cu microunde Discover (CEM) timp de 2 cicluri: (1) puterea cuptorului cu microunde 10 W, 37°C, 10 min.,
urmata de o pauza de 5 min.; (2) putete cuptorului cu microunde 2 W, 37°C, 10 min. O portie din proba a fost
redusd prin adiugare de DTT la o concentratie finald de 20 mM, urmatd de incubare la 60°C timp de 3 min.
Probele au fost apoi analizate folosind o cromatografie lichidd de ultra performantd (UPLC) Waters Acquity
si spectrometru de masd Premier cu timp de zbor cvadrupol (Q-Tof). Probele (0,5 - 2 pg fiecare) au fost
injectate pe o coloand de micro desalinizare MassPrep™ la 65°C, eluate din coloand cu o echilibrare de 5
min. in 95% din faza mobild A, un gradient de 10 min. (5 - 90% B), si o re-echilibrare de 10 min. in 95% din
faza mobild A, la 0,05 mL/min. Faza mobild A a fost acid formic 0,1% in apd. Faza mobild B a fost acid
formic 0,1% in acetonitril. Spectrometrul de masa Q-Tof a fost rulat in modul V, cu ion pozitiv, cu detectare
in intervalul 500 - 4000 m/z. Parametrii sursei au fost dupd cum urmeazi: tensiunea capilard, 2,25 kV
(anticorp intact) - 2,50 kV (anticorp redus); tensiunea conului de esantionare, 65,0 V (anticorp intact) sau 50,0
V (anticorp redus); temperatura sursei, 100°C; temperatura de desolvatare, 250°C; debitul gazului de
desolvatare, 550 L/ord. Varful proteinei a fost supus deconvolutiei utilizind functia MassLynx® MaxEnt 1.
Intensitatile relative ale maselor fiecdrui lan{ greu si usor neconjugat, conjugate individual, i conjugat
multiplu au fost combinate pentru a calcula DAR-ul general folosind formula:

2[[Tee-t + 2(Tees2) + 3(0te=s) +- n{ILew) [ Elictot |+ 2[[Tae-1 + 2(Tkcw2) + 3(Tkc-3)
+. n(Taca)]/ Lhictot]

in care I ci1 este intensitatea masei lantului ugor conjugat cu o citotoxind, Iic + » este intensitatea masei
lanfului ugor conjugat cu doud citotoxine, etc. Iyc sunt intensitifile de la lanfurile grele conjugate
corespunzatoare si Y lictot si Y Iuctot sunt intensitafile combinate ale tuturor lanturilor usoare si lanturilor
grele neconjugate si conjugate, respectiv.
1.3.5 Analiza HIC-HPLC a DAR

In plus fatd de analiza DAR prin UPLC/analiza cu ionizare cu electropulverizare (ESI)-MS, DAR al
MORADb-003-vep-eribulind si DAR al MORAb-003-0285 au fost, de asemenea, analizate utilizand HPLC cu
interactiune hidrofoba (HIC-HPLC). Probele au fost injectate pe o TSKgel® Ether-5 PW, 7.5 mm ID x 7.5
cm, dimensiunea porilor de 10 uM, si eluate din coloand cu o echilibrare de 3 min. in 100% din faza mobila
A, un gradient de 15 min. (0-100 % B), o mentinere de 5 min. in 100% B, o schimbare de 1 min. la 100% A si
o re-cchilibrare de 5 min. in 100% din faza mobila A, la 0,7 mL/min. Faza mobild A a fost fosfat de sodiu 25
mM, sulfat de amoniu 1,5 M, pH 7,0. Faza mobila B a fost fosfat de sodiu 25 mM, izopropanol 25%, pH 7,0.
Detectarea s-a facut la 280 nm (referintd 320 nm). DAR a fost determinat prin formula:

[AUC-1 + 2(AUC+2) + 3(AUC-3) +. . n(AUC-)[/EAUCia(]

in care AUC,; este aria de sub curba pentru véirful mAb corespunzitor ADC conjugat cu o citotoxind, AUC.»
este aria de sub curba pentru varful mAb corespunzitor ADC conjugat cu doud citotoxine, etc. Y AUC este
aria de sub curbad combinata pentru toate varfurile.
1.4 Analize de citotoxicitate
1.4.1 Analiza cu violet de gentiana

Celule IGROV1 (FR™M) si SJSA-1 (FR"®) au fost sub-cultivate si insimantate la 10.000 de
celule/godeu in mediu de cregtere complet in plici de culturd de tesut cu 96 de godeuri, incubate la 37°C, CO,
5% pe parcursul noptfii (16 ore). De obicei, reactivii de test au fost diluafi in serie 1:4 in plici de diluare cu
godeuri adinci de 2 mL, incepand de 1a 1 pM (10 dilutii in total). 100 pL din probele diluate s-au adaugat la
placile de celule (concentratia initiald a probelor de test la 500 nM). Placile au fost incubate la 37°C, CO, 5%
o perioadd suplimentard de 48 de ore. Mediul a fost aruncat, plicile au fost spalate o datd cu 200 pL. de DPBS,
colorate cu 50 pL de solutie de violet de gentiand 0,2% la temperatura camerei timp de 15 min, si apoi spalate
intens cu apa de la robinet. Placile au fost uscate la aer, si violet de gentiand a fost dizolvat cu 200 pL de
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solutic SDS 1%. Plicile au fost citite la 570 nm. Datele au fost analizate folosind GraphPad Prism 6.
Analizele au fost efectuate utilizind o densitate de insdmantare de 1.000 de celule per godeu si expunerea la
compus a fost pentru un total de 5 zile. Atunci cand s-a dorit o expunere pe termen mai scurt, mediul
confindnd agenii citotoxici a fost indepartat dupé 4 ore si inlocuit cu mediu de crestere proaspat inainte de
incubarea de 5 zile. Pentru OVCAR3, CaOV3, si NCI-H2110, celulele au fost insdméntate la 3.000 de
celule/godeu si incubate timp de 5 zile cu ADC. Pentru experimentele de concurentd, ADC-urile titrate au fost
pre-incubate cu 2 pM (final) MORADb-003 neconjugat inainte de incubarea cu celule.

1.4.2 Analiza de ucidere a vecinatatilor

Cu o zi inainte de inceperea studiului, celule IGROV1 Nuclight™ Green (NLG) au fost insdmén{ate
Ia 5.000 de celule/godeu in pléci cu 96 de godeuri cu fund rotund, dupa care a urmat centrifugare la 1.000 rpm
timp de 3 min la temperatura camerei pentru a asigura formarea unui pelet de celule. Placa a fost plasatd in
vasul unui Incucyte Zoom® (EssenBioscience) si incubata la 37°C/CO; 5% pe parcursul noptii. Programul a
fost configurat pentru a colecta imagini ale crestetii celulelor, si pentru a determina numaérul total de celule
colorate cu verde nuclear si celule colorate cu rosu nuclear, precum si confluenta de faza a celulelor la fiecare
doua ore. In ziua experimentului, ADC MORAb-003 sau medicamentul liber a fost diluat in mediu RPMI
complet si diluat in serie, incepind de la 400 nM. 50 pL de solufie de citotoxind s-au adaugat la celulele
NLG-IGROV1 si incubat timp de 30 de min. In timpul perioadei de incubatie, celulele HL-60 (FR"#)
Nuclight™ Red (NLR) au fost diluate la 2 x 10 1 x 10° sau 5 x 10* celule/mL cu medii proaspete. 50 pL de
suspensie celulard NLR-HL60 sau mediu singur s-au adaugat la godeurile NLG-IGROV1, dupd care a urmat
centrifugare la 1.000 rpm timp de 3 min. la temperatura camerei pentru a asigura re-formarea peletului ce-
Iular. Placa a fost plasatd inapoi in vasul Incucyte Zoom (EssenBioscience) si incubati la 37°C/CO: 5% timp
de pand la 5 zile. Cresterea celulara relativd a NLG-IGROV1 a fost determinatad prin comparatie cu probele
adaugate singure fard ADC sau libere de medicament folosind numératoarea celulelor verzi. Cresterea
celulara relativd a HL60 a fost facuta in mod similar, cu exceptia faptului ¢ s-a determinat numérul de celule
rosii. Determinarea valorilor ICso atat pentru NLG-IGROV1, cat si pentru NLR-HL-60 a fost determinatd
folosind Prism (GraphPad).

1.4.3 Analiza stabilitatii in ser

20 pL de ADC-uri MORADB-003 s-au amestecat bine cu 80 pL de DPBS, ser uman reunit normal
(Bioreclamation, Lot BRH552911), sau ser de soarece reunit normal (Bioreclamation, Lot MSE152591), si
incubat la 37°C timp de 0, 4, 24, si 48 de ore. Dupd incubare, probele au fost inghetate si depozitate la -20°C
pana la evaluare in analize de citotoxicitate si legare. Pentru analizele de citotoxicitate, probele au fost
evaluate pe celule IGROV1 si SJSA-1, asa cum este detaliat in sectiunca 1.4.1. Pentru evaluarea legdrii,
probele au fost evaluate utilizind o analizd MSD ECL pe bazd de solutie. Probele au fost incubate cu
receptorul alfa al folatului biotinilat si sulfo-eticheta anti-MORAb-003 inainte de captare pe o placd de
streptavidind si detectate folosind electrochimioluminiscentd cu un MSD Sector Imager 2400.

2. Rezultate
2.1 Prepararea ADC-urilor MORAb-003

Pentru a selecta cea mai buna combinatie de linker si citotoxind pentru conjugare cu MORAbB-003,
ADC-urile au fost preparate folosind trei metodologii. In conformitate cu strategia de conjugare ardtatd in
Figura 1, cisteinele neimperecheate sunt generate prin reducere parfiald cu echivalen{i molari limitati ai
agentului reducator non-tiol TCEP. Aceasta strategic reduce preferential legéturile de disulfurd inter-catenare
care leagd lantul usor si lanful greu (o pereche per imperechere H-L) si cele doud lanturi grele in regiunea
balama (doud perechi per imperechere H-H in cazul IgG1 umane), in timp ce lasa legaturile de disulfurd intra-
catenare intacte.

Cea de-a doua strategie de conjugare pentru prepararea ADC-urilor MORAb-003 a utilizat chimia de
punere in punte a disulfurii reduse. Chimia de punere in punte a disulfurii reduse re-pune in punte tiolii liberi
ai reziduurilor de cisteind eliberafi in timpul procesului de reducere partiald, imitdnd rolul legaturii de
disulfurd si pastrand in acest fel stabilitatea si functia ADC-ului.

A treia strategie de conjugare pentru prepararea ADC-urilor MORAD-003 a folosit utilizarea limitata
a lizinei. Utilizarea limitatd a lizinei are ca rezultat conjugarea unui numar foarte limitat al celor peste 70 de
lizine expuse la solvent disponibile pe o moleculd IgG umani tipica, si poate permite potential obtinerea de
amestecuri de produse ADC cu omogenitate mai micd in raport cu strategiile care implicd modificarea
cisteinei.

2.1.1 Prepararea VCP-eribulinei pentru ADC-uri MORADb-003

Eribulina (1) (10 mg, 14 pmol) (Figura 2) a fost dizolvata in N, N-dimetilformamidd (DMF) (1mL), si

a fost amestecata bine. S-au adiugat N, N-diizopropiletilamind (bazd Hunig sau iProNEf) (3,6 uL, 21 pmol) si
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Fmoc-Val-Cit-para-aminobenzil-para-nitrofenol (Fmoc-VCP-PNP) (2) (16 mg, 21 umol, Concortis
Biosystems, cat. # VC1003). Amestecul de reactic a fost agitat la temperatura camerei timp de 4 - 16 ore,
monitorizat folosind un kit de testare a ninhidrinei (Anaspec, cat. # 25241) pana cind reactia a fost finalizata.
La amestecul de reactic a fost apoi adaugatd dietilamind (EtNH) (0,014 ml, 0,14 mmol), s-a agitat timp de 2
ore la 18 - 25°C pentru a indepérta gruparea de protectic Fmoc. Reactia a fost monitorizata utilizind un kit de
testare a ninhidrinei. La finalizare, solventul a fost evaporat sub vid pentru a permite obfinerea VCP-eribulinei
brute (3) (16 mg), purificat utilizand o coloand ZOBAX SB-C18 (dimensiunea porilor de 5 pm, 9,4 x 150
mm) pe un sistem HPLC Waters Alliance €2695 in faza mobild a H>O-CH3CN contindnd acid formic 0,1%,
printr-un gradient de 15 - 70% B. VCP-eribulina (3) (16 mg) a fost dizolvatd in DMF (1 mL). S-au adaugat
bazd Hunig (7,2 pL, 41 pmol) si maleimido-PEG,-NHS (4) (9,7 mg, 27 pmol). Amestecul de reactie a fost
agitat la 18 - 25°C timp de 3 ore. Amestecul de reactie a fost purificat prin HPLC (H,O-CH3CN) continind
acid formic 0,1%) printr-un gradient de 15 - 70% B. Solventul a fost indepértat prin liofilizare pentru a
produce mal-(PEG),-Val-Cit-p-aminobenziloxicarbonil (pAB)-eribulind (mal-(PEG),-VCP-eribulind) (5).
2.1.2 Optimizarea conditiilor de reducere

ADC-urile MORAb-003 au fost preparate prin generarea de cisteine neimperecheate prin reducere
partiald cu echivalen{i molari limitafi ai agentului de reducere non-tiol tris(2-carboxietil)fosfind (TCEP). A
fost efectuatd o cercetare initiald pe MORAb-003, prin care concentratia anticorpului, concentratia TCEP si
timpul de incubare au fost variate, cu scopul de a genera o medie de 4 situsuri conjugabile per molecula de
anticorp. Numdrul de situsuri de tiol liber a fost determinat utilizind o analizd de cuantificare a tiolului
fluorometrica. Rezultatele acestei analize sunt aratate in Tabelul 12. Gradul de rupere a legéturilor H-H si H-L
dupi o incubare de 10 min., 30 de min., 60 de min. sau 120 de min. a fost analizat, de asemenea, prin SDS-
PAGE (Figura 3). Pentru aceastd analizi, probe nereduse si reduse au fost incércate pe un gel SDS-PAGE si
electroforeza a fost efectuati la 185 V timp de 1 ord. In Figura 3, banda M corespunde standardului proteic.
Banda 1 corespunde MORAD-003 netratat, neredus. Banda 2 corespunde MORAb-003 (5,3 mg/mL) redus in
70,6 yM TCEP. Banda 3 corespunde MORADb-003 (5,3 mg/mL redus) in 141,2 uM TCEP. Banda 4
corespunde MORADb-003 (1,5 mg/mL) redus in 20 uM TCEP. Banda 5 corespunde MORAb-003 (1,5 mg/mL)
redus in 40 uM TCEP. Identitatile fiecarei benzi sunt indicate pe gelul din dreapta jos. "H" indica lant greu, in
timp ce "L" indica lant usor.
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Tabelul 12. Optimizarea conditiilor de reducere pentru MORAb-003

10 min 30 min 60 min 120 min
Concentratia Concentratia ’!‘iol L.egﬁturi de ’!‘iol L.egﬁturi de ’!‘iol L.egﬁturi de ’!‘iol L.egﬁturi de
MORADb-003 TCEP ”M’ liber |disufura redusefliber disulfurd  reduse|liber disulfurd  reduse|liber disulfura  reduse
M (mg/ml) M per MAb M per MAb M per MAb M per MAb
353(5,3) 70,6 215 3,0 2475 (35 2976 |4,2 2668 |38
353(5,3) 1412 339 4.8 3728 (5,3 3842 |54 4798 |68
10 (1,5) 20 133 0,7 14,7 0,7 15,2 08 14,6 0,7
10 (1,5) 40 218 1,1 256 1,3 269 1,3 274 14
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Analiza SDS-PAGE si a continutului de tiol a sugerat c¢a incubarea de 60 min a mAb de 5,3 mg/ml la
raport molar de 4 ori intre TCEP si mAb a oferit un punct de plecare rezonabil, deoarece reducerea limitata a
disulfurilor intramoleculare pérea sa fie prezentd (asa cum a fost determinat prin confinutul de tiol liber), si a
ramas foarte putin mAb neredus (mAb neredus ar actiona ca un inhibitor competitiv in studiile in vitro §i in
vivo folosind ADC-uri preparate). Au fost efectuate studii suplimentare cu MORAb-003 la concentrafii de
pornire de 5,0 mg/mL pentru a confirma acest raport molar optimizat intre TCEP si mAb utilizind analiza
SDS-PAGE (Figura 4). In Figura 4, banda 1 corespunde standardului proteic. Banda 2 corespunde MORAb-
003 netratat, neredus. Banda 3 corespunde MORADb-003 tratat la un raport MORAb-003:TCEP de 1:1. Banda
4 corespunde MORADb-003 tratat la un raport MORAb-003:TCEP de 1:2. Banda 5 corespunde MORAb-003
tratat la un raport MORADb-003:TCEP de 1:3. Banda 6 corespunde MORAb-003 tratat la un raport MORAD-
003:TCEP de 1:4. Conjugarea folosind maleimido-PEG2-biotind a fost efectuatd, de asemenea, ulterior
reducerii si indepartarii TCEP, pentru a simula conjugarea citotoxinei pentru prepararca ADC. Analiza DAR a
fost efectuatd utilizind LC-MS. Rezultatele acestor studii sunt prezentate in Tabelul 13.
Tabelul 13. Optimizarea conditiilor de reducere pentru MORADb-003 - niveluri de conjugare cu
maleimido-PEG2-biotina

TCEP MORADb-003

TCEP:mAb TCEP (uM) LC HC DAR
1 33,3 0,29 0,34 1,26
2 60,7 0,48 0,83 2,62
3 100 0,63 1,21 3,68
4 133,2 0,73 1,70 4,86

LC, nivelul lantului usor de biotind; HC, nivelul lanfului greu de biotind; DAR, biotind per mAb [DAR =
2(LC) + 2(HC)].

Dupa conjugarea biotinei, analiza tiolului liber a indicat faptul cd in MORAb-003-biotind nu a fost
prezent tiol liber. Acest lucru a indicat faptul ¢, dupd reducerea legaturilor de disulfurd, conjugarea a avut
loc, in mod obisnuit, la ambii tioli generati, si ¢a orice disulfuri reduse, neconjugate, au suferit o re-oxidare
pentru a reforma legéturile de disulfurd. Conditiile finale alese pentru reducere pentru generarea ADC au fost
concentrafie de anticorpi de 5,0 mg/mL, concentratic TCEP de 110 uM, si timp de incubare de 60 min. Acest
lucru duce la un mAb cu un DAR de 4 dupé conjugare.

2.1.3 Optimizarea conjugarii ADC

Deoarece prima citotoxind utilizatd pentru prepararea ADC a fost criptoficina, care este un compus
hidrofob, au fost efectuate experimente initiale de optimizare a conjugdrii cu un anticorp anti-mezotelind
umand "surogat" avand doud cisteine neimperecheate disponibile pentru conjugare (una per lan{ usor) in
locatii specifice. Acest lucru faciliteaza foarte mult analiza eficientei de conjugare prin spectrometrie de masa,
deoarece doar lanful usor trebuie sd fie analizat. A fost efectuatd titrarea propilen glicolului in timpul
conjugarii maleimido-LL3-criptoficinei cu anticorpul surogat, urmati de analiza eficientei de conjugare a
lanfului ugor prin LC-MS (Tabelul 14).

Tabelul 14. Optimizarea concentratiei de propilen glicol in reactia de conjugare

Propilen glicol (%) LC Ab conjugat (%)
0 8%

20 48%

50 100%

Mase LC: neconjugat, 23536 Da; conjugat, 24367 Da.

50% propilen glicol a avut ca rezultat ocuparea deplind a situsurilor disponibile, si a fost aleasa drept
concentrafia finald care urmeaz4 sa fie utilizatd. Dupa conjugare nu s-a observat nicio pierdere in legarea mAb
(datele nu sunt reprezentate), indicind faptul ci propilen glicolul nu a avut efecte diunitoare asupra
anticorpului. Prin urmare, conditiile de reactie de conjugare finale alese au fost 2,5 mg/mL mAb final, raport
molar 6:1 pentru maleimido-linker-citotoxind:mAb in 0,5X DPBS (concentratie finald dupa addugarea de
propilen glicol), 0,5 mM EDTA, 50% propilen glicol, pH 7,2 timp de 3,5 - 4 ore la temperatura camerei. In
aceste reactii, propilen glicolul este addugat inainte de addugarea maleimido-linker-citotoxinei.
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2.1.4 Prepararea ADC-urilor si caracterizarea biofizica

Conditiile de reducere si conjugare stabilite, descrise in sectiunea 2.1.2, au fost folosite pentru a
prepara primele 10 ADC-uri MORAb-003 enumerate in Tabelul 15. ADC-urile rAmase au fost preparate fie
prin punte de disulfurd redusd, fie prin utilizarea limitatd a lizinei, cu exceptia M-MMAE si M-DM1. M-
MMAE si M-DM1 au fost preparate de Concortis Biosystems, Inc., si au fost primite in forma conjugata.

Chimia de punere in punte a disulfurii reduse face punte peste tioli liberi produsi in timpul procesului
de reducere partiald, dind o citotoxina per disulfura redusa. In teorie, un anticorp avand DAR = 4 ar avea
disulfuri atat H-L cat si de balama repuse in punte, oferind un ADC cu stabilitate si omogenitate crescute fafd
de abordarile de conjugare tradifionale. Utilizarea limitatd a lizinei are ca rezultat conjugarea unui numar
foarte limitat al celor peste 70 de lizine expuse la solvent disponibile pe o moleculd IgG umana tipica.
Conjugatii MORAD-003 preparati utilizind aceastd metoda au avut ca rezultat un DAR de 2,0, sugerand ca a
fost utilizatd o singura lizind per pereche H-L.

Toate ADC-urile au fost purificate prin cromatografie de desalinizare HiPrep 26/10 si formulate in
DPBS. Analiza DAR a fost efectuatd pe toate ADC-urile preparate prin LC-MS si nivelurile de agregare au
fost determinate prin SEC-HPLC. Rezultatele acestor analize DAR si de agregare sunt enumetrate in Tabelul
15 langad ADC-ul respectiv.
Tabelul 15. Analize biofizice ale ADC-urilor MORAb-003

Numele compusului DAR Agregare (%)
1 PEG3-Bz-disulfidil-dimetil-criptoficini 37-39 29
2 LL2-criptoficina 3,2 18 -36
3 LL3-criptoficina 3,2-37 22-36
4 VCP-criptoficina 3,4 50
5 VCP-eribulini 3,6 0-2,6
6 ER-001161318 3,5 32
7 ER-001161319 3,5 3,1
8 ER-001159200 2,8
9 M-MMAE 4,0 2
10 NHS-PEG2-AuF 5,0
11 M-DM1 3,6 1,8
12 M-0285 4,0 1,2
13 M-0115 4,0 04
14 M-172 3,1 3,6
15 M-174 2,8 4.4
16 M-158 4.5 38
17 M-0384 42 42
18 M-0302 4.3 33
19 M-292 4,0 4.5
20 M-0026 42 33
21 M-0267 4,0 2,9
22 M-0272 3,3 1,5
23 M-0260 32 1
24 M-0276 4,6 6,2
25 M-015-0913 2,0 <1
26 M-030-0132 2,0 <1
27 M-0161 2,1 2.4
28 M-0157 2,0 <1
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Numele compusului DAR Agregare (%)

29 M-027-0381 2,0 <1
30 M-0025 2,0 1,7
31 M-0301 2,0 14
32 M-030-0011 2,0 <1
33 M-030-0291 2,0 <1

34 M-0255 3,6 5,9
35 M-0114 4,0 3,9

Valorile DAR pentru toate ADC-urile au fost in intervalul predeterminat (DAR intre 3 si 4).
Nivelurile agregate pentru ADC-urile pe baza de criptoficind au fost semnificativ mai mari decat cele dorite
(> 10%), in timp ce maleimido-linker-citotoxinele pe baza de eribulind (VCP-eribulind) si pe bazd de
maitansind (ER-001161318, ER-001161319, si M-MMAE) au demonstrat, toate, niveluri agregate
acceptabile. O cercetare asupra altor co-solventi organici a fost efectuatd pe reactii de conjugare la MORAb-
003 folosind VCP-criptoficina. Co-solventii testati au fost DMSO (10%), N, N-dimetilformamida (20%), N,N-
dimetilacetamidd (20%), si N,N-dimetilpropionamidd (20%). Nivelurile agregate dupd conjugare folosind
acesti co-solventi au fost, toate, egale cu, sau mai mari de, 50% propilen glicol.

O analizd SDS-PAGE non-reducitoare a fost efectuatd pe un subset de ADC-uri (Figura 5).
Deoarece DAR pentru toate aceste ADC-uri a fost determinat a fi 4, s-a crezut ca aceste ADC-uri ar trebui s
migreze ca IgG intactd de ~ 160 kD, deoarece ambele disulfuri H-L, si ambele disulfuri balama ar trebui sa fie
repuse in punte. Acest subset de ADC-uri a inclus M-MMAE (banda 2), M-DM1 (banda 3), M-0026 (banda
4), M-0260 (banda 5), M-0267 (banda 6), M-0272 (banda 7), M-0285 (banda 8), M-292 (banda 9), M-027-
0381 (banda 10), si M-0384 (banda 11) (Figura 5). In Figura 5, banda 1 corespunde standardului proteic.

Din aceasta analiza reiese clar ¢a, pentru ADC-urile cu chimie de punere in punte a disulfurii reduse
(benzile 4 - 9, 11), existd specii monovalente H-L semnificative (80 kD), in plus fatd de ADC intact. Acest
Iucru indica faptul cé existd o punere in punte a disulfurii balama intra-catenare semnificativa, in plus fata de
punerea in punte balama inter-catenard. Analiza SEC-HPLC indica faptul cd ADC-urile migreaza ca o singura
IgG intactd, indicind faptul cd pentru acele ADC-uri cu punere in punte H-H intra-catenare, lanfurile grele
sunt asociate non-covalent in ADC-ul final.

2.2 Analize de potenta in vitro ale ADC-urilor MORAD-003
2.2.1 Citotoxicitatea pe celulele IGROV1 si SJSA-1

Potenta in vitro a ADC-urilor preparate a fost evaluata folosind o analiza cu violet de gentiand, asa
cum este detaliat in sectiunea 1.4.1.

Screening-ul initial al tuturor ADC-urilor MORAb-003 a fost efectuat pe celule IGROV1 (FRM(-)
si SISA-1 (FR"9).Celulele IGROV1 au ca origine carcinomul epitelial ovarian uman si exprimé niveluri
ridicate ale receptorului alfa al folatului (FR), antigenul {intd al MORADb-003. Celulele SISA-1 sunt o linie de
celule tumorale de osteosarcom uman care sunt negative pentru receptorul alfa al folatului. Screening-ul
ADC -urilor selectate a fost efectuat, de asemenea, in celule CaOV3 (carcinom ovarian uman, FR™49) NCI-
H2110 (carcinom pulmonar cu celule non-mici uman, FR™) gi/sau OVCAR3 (carcinom ovatian uman,
FR™4(+) Rezultatele acestui screening sunt furnizate in Tabelul 16.

Tabelul 16. Screening-ul de citotoxicitate (ICsp) al ADC-urilor MORAb-003 pe diferite linii de celule
tumorale

Numele compusului IGROV1 |SJSA-1 [CaOV3 |NCI-H2110 |OVCAR3
PEG3-Bz-disulfidyl-dimetil-criptoficini 0,067 0,41

LL2-criptoficina 0,023 4,7 0,33

LL3-criptoficina 0,086 12,7 0,19 0,094
VCP-criptoficina 0,03 0100 0,02

VCP-eribulini 0,054 > 100 37 0,73 0,16
ER-001161318 0,26 > 100 3,1

ER-001161319 0,49 > 100 11,3
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Numele compusului IGROV1 |SJSA-1 [CaOV3 |NCI-H2110 |OVCAR3
ER-001159200 6,5 > 100 9,2
M-MMAE 0,2 253
NHS-PEG2-AuF 0,2 > 500
M-DM1 55 132
M-0285 0,3 > 100 14 8,8
M-0115 0,54 > 100
M-172 > 500 > 500
M-174 > 500 > 500
M-158 > 500 > 500
M-0384 2,25 2,45
M-0302 330 > 500
M-292 1,7 > 500
M-0026 1,38 540
M-0267 0,029 0,028
M-0272 0,252 1,02
M-0260 0,383 0,036
M-0276 0,43 30
M-015-0913 > 500 > 500
M-030-0132 > 500 17,3
M-0161 > 500 > 500
M-0157 > 500 > 500
M-027-0381 14,5 28
M-0025 > 500 > 500
M-0301 > 500 > 500
M-030-0011 61,6 > 500
M-030-0291 > 500 105
M-0255 0,12 0,46
M-0114 144 > 100
Toate valorile sunt ICsq in nM, si sunt valori medii ale experimentelor replicate, atunci cand au fost
efectuate.

ADC VCP-eribulind a fost potent (54 pM) pe celulele IGROVI si a avut ucidere pufind asupra
celulelor SISA-1. Pentru aceste linii de celule, ADC-ul VCP-eribulini a demonstrat potenta si specificitate
mai mare in raport cu ADC-urile cu valori DAR echivalente, cum ar fi M-MMAE si M-DM1. ADC VCP-
eribulind a demonstrat, de asemenea, citotoxicitate puternicd pe liniile de celule tumorale care exprimd FR
suplimentare de origine ovariand (CaOV3 si OVCAR3) si care au ca origine carcinomul pulmonar cu celule
non-mici (NC-H2110).

ADC-urile VCP-eribulin, LL2-criptoficind, LL3-criptoficind, VCP-criptoficind, ER-001161318, ER-
001161319, si ER-001159200 au afigat citotoxicitate specificd (> 2-log de specificitate) in celulele CaOV3
(FR™0Y) Un numir din aceste ADC-uri a prezentat o potentii sub-nanomolari. Conjugatii de criptoficini au
demonstrat, de asemenea, niveluri ridicate de potenta (23 pM - 86 pM) in celulele IGROV1, dar, cu exceptia
VCP-criptoficinei, au demonstrat, de asemenea, citotoxicitate masurabild pe celulele SISA-1. Conjugatii de
maitansind care pot fi scindafi ER-001161318 si ER-001161319 au avut o potentd intermediard pe IGROV1
(0,26 nM si 0,49 nM), si ucidere putind departe de {intd a celulelor SISA-1.
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Toti conjugatii de utilizare limitatd a lizinei nu au demonstrat nicio specificitate si nu au fost evaluati
in continuare. Conjugatii care pot fi scindati care utilizeaza tehnologia de punere in punte a disulfurii reduse a
duostatinei-3 (M-0285), duostatinei-5 (M-0115) si duostatinei-14 (M-292 si M-0026) au demonstrat, tofi,
citotoxicitate specifica pe linia de celule IGROV1, cu citotoxicitate mica pe linia de celule SISA-1. Conjugatii
de duostatind-3 si duostatind-5, derivafi de auristatind, au fost usor mai mari in poten{d decat conjugatii de
duostatind- 14, care este un derivat al maitansinei. Potentele si specificititile au fost comparabile cu conjugatul
M-MMAE de control, care foloseste un linker Val-Cit-pAB (VCP) atasat la monometil E. Conjugatii cu
chimie de disulfurd redusd care nu pot fi scindafi, au fost, tofi, lipsiti fiec de potenta, fie de specificitate
suficientd, sinu an fost analizafi in continuare.
2.2.2 Citotoxicitatea pe linia de celule de cancer ovarian CaOV3 care exprima receptorul folatului
uman

Potenta ADC-urilor MORADb-003 selectate a fost determinatd, de asemenea, pe liniile de celule de
tumord ovariand umand OVCAR3 si CaOV3, precum si pe linia de celule de NSCLC uman NCI-H2110
(Tabelul 16). Pe linia celulard ovariand umand CaOV3, conjugatii de criptoficind au demonstrat poten{i mai
mare masurabild decét conjugatul VCP-eribulind, spre deosebire de cea observatd in celulele IGROV1. Acest
lucru se poate datora nivelului de exprimare mai mic al receptorului alfa al folatului pe celulele CaOV3 in
comparatic cu IGROV1, sau potenfei mai mari a criptoficinei pe aceste celule, in comparatie cu eribulina.
Conjugatii pe bazd de maitansind ER-001161318, ER-001161319 si ER-001159200 au avut, tofi, potenfe
similare cu, sau mai mici decat VCP-eribulini.
2.3 Uciderea vecinatatilor a VCP-eribulinid, ER-001161318 si M-0285

Pentru a evalua activitatea de ucidere a vecinatfilor a fost stabilitd o analiza, folosind doud linii de
celule marcate. In aceastd analizi, celule IGROV1 (FRM) marcate cu Nuclight™ Green si HL-60 (FR"™%)
marcate cu Nuclight™ Red au fost co-cultivate in diferite rapoarte ale numéarului de celule, si au fost tratate
cu titrari ale ADC-urilor MORAD-003 VCP-eribulind, ER-001161318 sau M-0285. VCP-eribulina este un
ADC pe baza de eribulind care cuprinde un linker care poate fi scindat maleimido-PEG,-Val-Cit-pAB, in timp
ce ER-001161318 este ADC pe bazad de maitansind care cuprinde un linker care poate fi scindat maleimido-
(CHa)s-Val-Cit-pAB si M-0285 este un ADC pe bazd de duostatind care cuprinde un linker care poate fi
scindat PEG-pAB. Citotoxicitatea a fost monitorizatd cu un sistem de imagistici de celule Incucyte Zoom®.
Rezultatele acestei analize de citotoxicitate a vecindtatilor sunt aratate in Tabelul 17 si in Figurile 6A-C.
Tabelul 17. Activitatea de ucidere a vecinatatilor a VCP-eribulina pe
co-cultura de linii de celule FR-pozitive si FR-negative

ECso (nM)
IGROV-1 HL-60 HL-60 (co-culturd cu IGROV-1) HL-60 (eribulin)
0,0005972 39,74 0,2399 0,1702

Atunci cand celulele HL-60 (FR"*8) au fost cultivate la un raport de 2:1 fatd de celulele IGROV1
(FR™), tratamentul cu MORAbBO03-VCP-eribulind a avut ca rezultat o crestere de 2-log a uciderii celulelor
HL-60, in comparatie cu celulele HL-60 singure (Tabelul 17 si Figura 6A). Aceste date sugereazi ca celulele
{intd-negative ale receptorului alfa al folatului (FR) sunt ucise mai eficient de MORAbBOO3-VCP-eribulini
atunci cand sunt co-cultivate cu celule FR {intd-pozitive, menfionatd in acest document ca uciderea
vecinatitilor. Uciderea vecinatatilor se distinge de uciderea departe de {intd, care este definitd ca uciderca
celulelor {intd-negative pe cont propriu, in absenta si independent de co-cultivarea cu celule tinta-pozitive.
Cresterea observata a uciderii vecindtatilor a fost, de asemenea, aproape identica cu cresterea observatd dupa
tratamentul celulelor HL-60 cu eribulind liberd, indicAnd un mecanism potenfial pentru efectul asupra
vecinatitilor. Fard a dori s fie legat de nicio teorie, MORAbOO3-VCP-eribulind poate fi scindat in, sau in
apropierea celulelor IGROV1 FR-pozitive, care suferd, de asemenea, apoptoza si elibereaza eribulind liberd in
culturd. Citotoxina eliberata poate ucide celulele HL-60 FR-negative.

In schimb, pentru MORAbBOO3-ER-001161318 a fost observata doar o usoara deplasare (Figura 6B),
si cu MORADO003-0285 nu a fost observata nicio deplasare (Figura 6C). Atunci cind raportul HL-60:IGROV1
a fost micsorat de la 2:1 la 1:2 s-a observat uciderca méasurabila a celulelor HL-60 relativ la celulele HL-60
singure, pentru MORAbBOO3-ER-001161318, in timp ce efectul asupra vecindtifilor a ramas totusi scazut, cu
toate ca detectabil, pentru MORAbO03-0285. Aceste date sugereazd ci, in ceea ce priveste uciderea
vecinatitilor, ADC-urile MORADb-003 evaluate pot fi clasificate ca VCP-eribulind > ER-001161318 > M-
0285.

2.4 Analiza de stabilitate in ser
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Avand in vedere timpul de injumétdfire circulant lung in vivo al ADC-urilor si potenfialul de
toxicitate dacd citotoxinele sunt eliberate in circulatie, ADC-urile trebuie s demonstreze stabilitate in ser.
ADC-urile MORADb-003 VCP-eribulind, ER-001161319, si M-0285 au fost preincubate in ser uman sau de
soarece la 37°C timp de pana la 48 de ore, apoi au fost evaluate intr-o analiza de citotoxicitate cu celule
IGROV1 si SISA-1. ER-001161319 este ADC pe baza de maitansind care cuprinde acelasi linker care poate fi
scindat ca VCP-eribulind, maleimido-PEG»-Val-Cit-pAB. Au fost incluse controale PBS si serice pentru a
corecta orice efecte serice asupra performantei analizei. Rezultatele acestui studiu sunt aritate in Tabelul 18.



Tabelul 18. Stabilitatea in ser a ADC -urilor MORADb-003 selectate
Analiza de citotoxicitate pe bazi de celule, ECsp, nM
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MORAD-003-VCP eribulini

MORADb-003-ER-001161319

MORAD-003-0285

Timp PBS Ser uman Ser de | PBS Ser uman Ser de | PBS Ser uman Ser de
soarece soarece soarece

IGROV1 0 ore-PBS 0,021 0,013 0,02 0,28 0,15 0,2 0,074 0,089 ND

0 ore-ser 0,022 0,014 0,01 0,15 0,15 0,2 0,063 0,078 0,049

4 ore 0,03 0,018 0,019 0,14 0,17 0,25 0,065 0,075 0,049

24 de ore 0,024 0,019 ND ND 0,074 0,044

48 de ore 0,022 0,021 0,03 0,21 0,05 0,051
SISA-1 0 ore-PBS > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10

0 ore-ser > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10

4 ore > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10

24 de ore > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10

48 de ore > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10 > 10
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In timp ce VCP-eribulind si M-0285 au fost stabili timp de cel pufin 48 de ore in oricare seruri, ER-
001161319 a demonstrat o scidere semnificativid a potenfei dupd 48 de ore. Acest lucru se poate datora
legaturii aziridino-carbamat cu maitansina, care nu a fost descrisd anterior in literatura de specialitate. Forma
compusului eliberat poate sd nu fie foarte potentd, deoarece nu s-a observat nicio crestere a citotoxicitafii pe
celulele SISA-1.
2.5 Studii in vitro ca MORAD003-VCP-eribulina
2.5.1 Analiza HIC-HPLC a DAR si a eterogenitatii produsului

MORADBOO3-VCP-eribulind si MORADB003-0285 au fost analizati prin HIC-HPLC pentru a evalua
DAR printr-o metodd alternativd si de a examina eterogenitatea produsului si confinutul de anticorp
neconjugat (concurent). S-a dovedit cd@ MORAbOO3-VCP-eribulind are specii DAR de 0, 2, 4, si 6, ceea ce
este in concordantd cu metoda utilizatd pentru reducere si conjugare (Figura 7A). Au fost observate cantitati
foarte mici de specie cu DAR = 0. DAR global, pe baza calculelor AUC, a fost de 3,80, in concordan{d cu
valorile determinate prin LC-MS. MORAbBO003-0285 a migrat ca un singur varf prin HIC-HPLC, indicand o
singurd specie DAR (Figura 7B). Aceasta a fost atribuitd ca DAR 4,0.
2.5.2 Specificitate prin analiza concurentei

Specificitatea la antigen a citotoxicititii MORAb-003-VCP-eribulind a fost demonstratd pentru
conjugatul VCP-eribulind utilizand un format de analizi a concurentei (Figura 8). In acest experiment, titririle
MORAD-003-VCP-eribulind (concentrafia inifiald de 100 nM) au fost co-incubate cu 2 pM MORAb-003
neconjugat. MORAbB-003 neconjugat a furnizat o deplasare de 2-log a potentei pe celule IGROV1, similard
cu rezultatele obfinute cu IMGNS853, ADC-ul anti-receptorul alfa al folatului uman-maitansind de la
Immunogen, acum in studii clinice de faza II, pe celule KB (Moore si colab., Reuniunea anuald a American
Society of Clinical Oncology (ASCO) din 2015, rezumatul 5518).
2.5.3 Citotoxicitate pe celulele NSCLC NCI-H2110

Folosind o analizi cu violet de gentiand a fost efectuata citotoxicitatea atat pentru MORAbB0O3-VCP-
eribulind, cat si pentru MORAbO03-0285 pe linia de celule de NSCLC uman NCI-H2110. Rezultatele acestei
analize sunt ardtate in Tabelul 16. MORAbOO3-VCP-eribulind a avut o ICso de 0,73 nM, in timp ce
MORADB003-0285 a avut o ICsp de 14 nM.
2.6 Studii in vivo
2.6.1 Doza maxima tolerata (MTD) de MORAb-003-VCP-eribulina (MORAD-202) in tulpina de soarece
CD-1

Soareci CD-1 naivi au fost injectati intravenos cu 200 pL. de MORAb-202 in conformitate cu
planificarea din Tabelul 19. Greutatea corporald a fost masurata inainte de doza in ziua de dozare, dupa 24 de
ore de la doza, si de trei ori pe saptimana dupd aceca. Animalele au fost observate pentru bundstare clinica pe
toatd durata studiului. Dupa douvd sdptdméni de la dozare, greutatea corporald terminald a fost masuratd si
inregistrati. Soarecii eutanasiafi la sfarsitul studiului (si dacd vreun soarece a fost eutanasiat sau gisit mort in
timpul studiului) au fost prelucrafi pentru necropsie. Organele au fost examinate pentru semne de deteriorare a
tesuturilor.
Tabelul 19. Conceptul studiului

Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta

1 Vehicul* 0

2 10

3 3 20 bolus unic |i.v.
MORAD-202

4 40

5 80

In oricare dintre grupurile de tratament nu a fost observat nicio pierdere semnificativd de greutate
corporald in comparatie cu grupul de control tratat cu PBS, sau orice constatdri clinice care sd indice toxicitate
in timpul tratamentului. Greutatea corporald a soarecilor individuali este ardtatd in Tabelul 20, iar media
grupului si SEM sunt ardtate in Tabelul 21. Cinetica schimbdrii greutdtii corporale pentru fiecare grup (media
grupului si SEM) sunt ardtate in Figura 9. MORAb-202 la doze de pand la 80 mg/kg prin intermediul
administrarii intravenoase in bolus nu a produs toxicitate. Prin urmare, MTD este peste 80 mg/kg.
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Tabelul 20
Zile control PBS MORAb-202 MORAb-202 MORAb-202 MORAb-202
dupd Rx 10 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 80 mg/kg
X AYl JA:Y2 JA:Y3 |B:Yl1 B:Y2 |B:Y3 |[C:Y1 cy2 |CY3 (DYl |D:Y2 |D:Y3 |[E:Y1 E:Y2 |E:Y3
0 22,50 120,60 21,20 22,60 23,50 (21,80 2740 26,20 21,00 23,80 23,30 21,70 |21,80 26,50 [25,80
1 23,60 21,50 22,00 22,80 23,80 (23,00 28,80 27,50 21,40 23,60 23,50 21,60 |23,10 27,80 [27,80
2 23,30 2190 22,00 23,30 24,00 (2290 29,30 29,00 22,10 23,60 [2460 21,80 |23,30 28,30 [28,30
4 23,30 2190 22,00 23,30 2390 (2330 30,20 |31,00 23,00 2440 24,10 22,70 ]23,50 29,50 [28,60
7 2390 23,10 22,70 24,80 25,20 (2490 29,60 32,00 24,00 25,10 25,50 2340 |23,30 30,40 |30,10
9 24,60 122,50 22,80 24,90 25,30 (25,00 30,80 31,70 23,40 25,80 2520 23,70 ]23,60 31,00 {3020
11 2420 2340 23,20 24,30 25,10 (2430 31,00 32,40 23,80 25,30 25,00 23,80 |23,10 29,10 {2940
14 24,00 12350 2440 25,80 25,60 (25,70 33,20 3240 24,10 25,70 25,30 26,30 |21,70 |28,40 [28,90
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Tabelul 21
zile dupd|PBS MORADb-202 MORADb-202 MORADb-202
injectii 10 mg/kg 20mg/kg 40mg/kg

media (g) [sem n |media(g) [sem n |media(g) |sem n |media media(g) |n
0 214 0,6 3 22,6 0,5 3 1249 2,0 3 1229 0,6 3
1 224 0,6 3 1232 0,3 3 1259 23 3 1229 0,7 3
2 224 0,5 3 1234 0,3 3 1268 24 3 1233 0,8 3
4 224 0,5 3 235 0,2 3 28,1 25 3 23,7 0,5 3
7 232 04 3 1250 0,1 3 28,5 24 3 247 0,6 3
9 233 0,7 3 ]25,1 0,1 3 1286 2,6 3 1249 0,6 3
11 23,6 0,3 3 1246 0,3 3 1291 2,7 3 247 0,5 3
14 240 0,3 3 1257 0,1 3 1299 29 3 258 0,3 3
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2.6.2 Doza maxima tolerata de eribulina la soarecii CD-1

Soareci CD-1 naivi au fost injectati intravenos cu 200 pL de eribulind in conformitate cu planificarea
din Tabelul 22. Greutatea corporald a fost misuratd de trei ori pe saptdméni, inclusiv inainte de dozd in
fiecare zi de dozare si dupa 24 de ore de la fiecare dozd. Animalele au fost observate pentru bundstare clinica
pe toatd durata studiului (doud saptiméani dupd ultima doza). Greutatea corporald terminald a fost mésurata si
inregistrati. Soarecii eutanasiafi la sfarsitul studiului (si dacd vreun soarece a fost eutanasiat sau gisit mort in
timpul studiului) au fost prelucrafi pentru necropsie. Organele au fost examinate pentru semne de deteriorare a
tesuturilor.
Tabelul 22. Conceptul studiului

Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta

1 PBS 0

2 0,4

3 3 o 0,8 g4dx3 1.v.
Eribulind

4 1,6

5 32

Nu au fost observate pierderi semnificative de greutate corporald sau constatdri clinice care sd indice
toxicitate la animalele cérora li s-a administrat eribulind la doze de pana la 1,6 mg/kg, utilizind regimul de
dozare q4dx3 (o datd la fiecare patru zile pentru 3 doze in total). Administrarea a 3,2 mg/kg cu aceeasi
planificare a indus piloerectia la toti cei trei soareci dupa cea de-a doua doza. S-a observat o scadere severd in
greutate (23% scadere la un soarece, #552, dupd cea de-a douva doza; 17% si 8% in rest, #551 si #552, dupa
cea de-a treia dozd), in comparatie cu controlul tratat cu PBS. Nu s-au observat modificari grosolane in
organele soarecilor in timpul necropsiei. Greutatea corporald a soarecilor individuali este ardtatd in Tabelul
23, iar media grupului si SEM sunt ardtate in Tabelul 24. Cinetica schimbérii greutfii corporale pentru
fiecare grup (media grupului si SEM) sunt ardtate in Figura 10.

Eribulina la doze de pani la 1,6 mg/kg, utilizind regimul de dozare q4dx3, nu a produs toxicitate, in
timp ce 3,2 mg/kg a indus o scadere severa in greutate. Prin urmare, MTD a eribulinei, in acest studiu, este de
1,6 mg/kg, q4dx3.
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Tabelul 23

Ziva |PBS eribulind 0,4 mg/kg eribulind 0,8 mg/kg eribulind 1,6 mg/kg eribulind 3.2 mg/kg

X AYl JA: Y2 [A:Y3 |B:Yl1 B:Y2 B:Y3 C:Y1 C:Y2 C:Y3 D:Y1 D:Y2 |D:Y3 |E:Y1 E:Y2 |E:Y3
0 26,50 12440 2340 2240 2460 |23,10 2390 2550 25,10 2190 2440 23,70 24,30 25,00 |22,00
1 28,13 125,11 24,36 |21,84 2402 [2243 23,03 2360 2446 21,13 24,10 |24,15 22,31 2347 |20,57
4 25,60 125,10 2440 22,70 2400 |24,00 2380 2440 24,50 21,70 24,10 23,30 20,90 2220 |17,50
5 2640 12480 24,50 22,30 24,10 |2340 24,10 2400 24,80 21,50 24,50 |24,10 20,90 22,70 |16,90
8 27,50 125,70 (24,50 23,30 23,70 25,20 24,00 24,80 25,90 21,90 24,50 24,20 21,80 23,90 [9003,00%
9 27,50 125,50 |2440 |2290 2340 2540 24,00 24,70 25,30 21,80 24,80 |24,30 20,20 23,00

11 27,50 125,60 2440 22,60 2390 [25,60 24,70 25,10 26,00 22,20 25,70 |24,70 20,00 23,30

13 2740 126,80 (2540 23,70 23,93 26,50 25,30 25,60 26,60 22,80 25,80 |25,20 2140 |23,70

16 27,30 126,80 26,20 |24,70 24,10 |26,70 2540 2580 2640 2340 26,70 26,10 23,60 24,30

18 27,00 12740 27,30 24,30 2490 2790 2620 28,00 2790 24,70 27,90 26,20 25,90 2590

20 28,10 27,60 (26,50 [26,10 25,70 |28,50 2540 28,20 28,10 2540 29,00 |26,00 126,80 |26,00

Fiecare coloand reprezintd un animal individual.

*9003: eutanasiat pentru pierdere in greutate > 20%.
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Tabelul 24
zile dupa|PBS eribulind 0,4 mg/kg eribulini 0,8 mg/kg eribulini 1,6 mg/kg
injectii
media (g) [|sem n media (g) [sem n media (g) [sem n media |media (g)
0 24,8 09 3 234 0,6 3 248 0,5 3 233 0,7
1 259 1,2 3 22,8 0,7 3 237 04 3 23,1 1,0
4 25,0 0,3 3 23,6 04 3 242 0,2 3 230 0,7
5 252 0,6 3 233 0,5 3 243 0,3 3 234 0,9
8 259 09 3 24,1 0,6 3 249 0,6 3 235 0,8
9 25,8 09 3 239 0,8 3 247 04 3 23,6 0,9
11 25,8 09 3 240 0,9 3 253 04 3 242 1,0
13 26,5 0,6 3 24,7 0,9 3 258 04 3 246 0,9
16 26,8 0,3 3 252 0,8 3 259 0,3 3 254 1,0
18 27,2 0,1 3 25,7 1,1 3 274 0,6 3 26,3 0,9
20 274 0,5 3 26,8 0,9 3 272 0,9 3 26,8 1,1
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2.6.3 Evaluarea dozei eficiente minime de MORAD003-VCP-eribulinda (MORADb-202) in modelul de
hNSCLC NCI-H2110 la soareci CB17-SCID

Celule de NSCLC uman, NCI-H2110, pasajul 47 au fost implantate subcutanat la 30 de goareci
CB17 SCID (de sex feminin, cu varsta de 5 pand la 6 sdptdméni, cintirind 20 de grame). Dupa 14 zile de la
implantare, soarecii au fost randomizati in cinci grupuri. Volumul mediu al tumorii in fiecare grup in ziva
tratamentului (Ziva 0) a variat intre 154 - 175 mm?® (Tabelul 27). Soarecii inrolati au fost tratati cu
MORADO03-VCP-eribulind (MORAD-202) (Lot # NB2900-87E 10/07/15) 1a 1, 2,5 sau 5 mg/kg, cu MORAD-
003-0285 (Lot # 042-150-002) drept control la 5 mg/kg, sau cu PBS, in conformitate cu conceptul studiului
(Tabelul 25). Fiecare grup a fost eliminat din studiu atunci cand volumul tumorii la orice animal din grup a
fost > 2000 mm?®. Ultimul grup a fost terminat in ziua 61.
Tabelul 25. Conceptul studiului

Grup # Soareci Tratament &?kg) Regim Ruta

1 PBS 0

2 MORADb-003-VCP-eribulina 1

3 MORADb-003-VCP-eribulina 2,5 bolus unic  |i.v.

4 41 MORADb-003-VCP-eribulina 5

5 5 MORAD003-0285 5

! Patru soareci in acest grup. Un soarece a fost exclus din acest grup din cauza crorii cu injectic cu
tratament, care a fost verificatd prin absenta compusului din serurile animale pe baza datelor de
imunoanalizi prin electrochimioluminiscen{d (ECLIA). Dupd un tratament cu dozd unicd, MORAb-003-
0285 a cauzat TGI de 89,7% la 5 mg/kg (p < 0,0001 vs. solutie salind).

Volumele tumorilor in goarecii individuali sunt ardtate in Tabelul 26, iar media grupului si SEM sunt
ardtate in Tabelul 27. Cinetica cresterii tumorii pentru fiecare grup (media grupului si eroarea standard a
mediei, SEM) sunt ardtate in Figura 11, iar volumele tumorilor in goarecii individuali, precum si media
grupului si SEM, sunt ardtate in Figura 12. Pe baza volumelor tumorilor in ziva 17 (atunci cind a fost
observat primul volum al tumorii > 2000 mm?*), MORADb-202 a cauzat inhibare a cresterii tumorale (TGI) de
47% la 1 mg/kg (p = 0,002 fa{d de solutia salind), TGI de 96% la 2,5 mg/kg (p < 0,0001 fa{d de solutia salind).
Cu toate acestea, tumorile regresate au crescut din nou dupd una sau doud sdptdmani de la terminarca
tratamentului. Nu a fost detectatd nicio tumoare la soarecii tratafi cu 5 mg/kg de MORAD-202. Acesti soareci
au rimas fard tumori mai mult de 60 de zile

Greutatea corporald a soarecilor individuali este aratatd in Tabelul 28, iar media grupului si SEM
sunt ardtate in Tabelul 29. Cinetica schimbdrii greutatii corporale pentru fiecare grup (media grupului si SEM)
este ardtatd in Figura 13.

Nu a fost observatd nicio pierdere semnificativd in greutate corporald in niciunul dintre grupurile de
tratament in comparatic cu controlul.

MORAD-202 a aratat un efect semnificativ asupra cresterii tumorii NCI-H2110. Regresia tumorii a
fost obfinutd printr-un tratament in bolus la 2,5 mg/kg cu TGI de 94% (vs. PBS). Prin urmare, doza eficientd
minimd de MORAb-202 este de 2,5 mg/kg, testatd in acest model. Eradicarea completd a tumorii a fost
obfinutd printr-o singura doza la 5 mg/kg. Nu s-a observat nicio cregtere a tumorii timp de mai mult de 60 de
zile.
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Tabelul 26. Volumele tumorilor
zile PBS MORAD-202 MORADb-202 MORAD-202 003-0285
dupa 1 mg/kg 2,5mg/kg 5 mg/kg 5 mg/kg
rando-
mizare
0 164 1195 |137 |300 |80 178 [218 133 |118(150 |187 |189 |92 |120]236 110|202 (159146165 (208 |241 |243 (97
3 368 413 |279 (587 [171 178 |207 [104 [106(216 (144 |97 |65 [69 |148 40 |115]68 |68 |83 259 |[358 [292 |l64
5 327 |481 |285 [555 190 |161 |193 |83 |95 [215 |75 |51 |37 |35 |56 14 |52 (22 |37 |54 [160 |168 [239 (105
6 467 758 |541 |894 |275 |257 (258 139 |160|348 |61 |52 |58 |33 |57 7 128 [25 |20 |43 (197 |235 247 (129
7 642 1815 621 1055|395 |317 306 |182 |167|476 |64 |54 |53 |36 |57 8 [48 |16 [20 |52 [192 [255 |266 |128
10 891 12381895 (13281662 506 |494 230 [285]708 (24 |37 |35 [15 |71 0 |0 [0 |0 |39 [155 |240 |181 |[86
12 993 112741983 |1519]1115]638 [655 |[371 |361(865 |40 |21 |51 |9 |69 0 |0 [0 0o |32 [106 206 |[223 (83
14 981 1410|1131 ]1695|971 |848 |[812 |[402 |418(901 |41 |30 |37 |0 |89 0 |0 [0 |0 |31 (115 |235 |157 |79
17 132011723 |1319 |2089 [ 1466|955 [980 [727 |592(946 |46 [33 |04 |0 |161 0 |0 [0 |0 |28 [114 |346 |251 |74
19 838 [1030 [856 |602(953 |56 |37 |90 |0 |282 0 |0 [0 |0 |27 [144 ]438 |359 |94
24 102 |37 [197|0 [702 0 |0 [0 |0 |46 (391 |1244 1824 (187
26 168 102 [319|0 [790 0 |0 [0 |0 ]103(564 |1470 ]1030 (287
28 269 |54 147419 990 0 |0 [0 |0 125|703 |1898 |1112 (375
31 362 [105 |558|13 |1187 0 |0 [0 |0 [225(1144 |2427 11413 [657
33 496 (124 |588[9 |[1461 0 |0 [0 Jo
35 573 212 |669|16 |1847 0 |0 [0 Jo
38 764 1348 1952120 |2367 0 |0 [0 Jo
40 0 |0 [0 Jo
42 0 |0 [0 Jo
45 0 |0 [0 Jo
47 0 |0 [0 Jo
52 0 |0 [0 Jo
54 0 |0 [0 Jo
59 0 |0 [0 Jo
61 0 |0 [0 Jo
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Fiecare coloand reprezintd un animal individual.
Tabelul 27
zile PBS MORAD-202 MORAD-202 MORAbD-202
dupa Img/kg 2,5mg/kg Smg/kg
rmail;gg; MEDIA [SEM N |MEDIA |SEM N |MEDIA SEM N |MEDIA |SEM
0 1752 |36,41527 |5 |1594 17,68781 |5 [164,8 25,8917 5 15425 |16,95792
3 363,6 69,3831 5 |162,2  ]24,14101 |5 1046 17,7581 5 72,75 13,88661
5 367,6 16621275 |5 |1494  ]26,13343 |5 50,8 7242607 |5 |31,25  |7,500133
6 587 108,7468 |5 2324 |37,74183 |5 522 5,005179 |5 |20 4,140008
7 705,6 109,7441 |5 |289,6  |55,74694 |5 ]52.8 4,611415 |5 |23 7,76666
10 1002,8 122,532 5 |444,6  |85,61518 |5 364 9499597 |5 |0 0
12 1176,8 100,25 5 578 95,18355 |5 |38 10,62087 |5 |0 0
14 1237,6 |138,8994 |5 6762 1094307 |5 [394 14,30871 |5 |0 0
17 15834 |146,0629 |5 [840 76,78507 |5 [60,8 27,09899 |5 |0 0
19 855,8 [72,16584 |5 |93 4935207 |5 |0 0
24 207,6 1278177 |5 |0 0
26 2758 138,3498 |5 |0 0
28 359,2 177,874 5 10 0
31 445 2084929 |5 |0 0
33 5356 |2552269 |5 |0 0
35 6634 |318,1881 |5 |0 0
38 890,2 14025237 |5 |0 0
40 0 0
42 0 0
45 0 0
47 0 0
52 0 0
54 0 0
59 0 0
61 0 0
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Tabelul 28
zile PBS MORADb-202 MORAD-202 MORADb-202
dupa 1 mg/kg 2 5mg/kg 5 mg/kg
rando-
mizare
0 19,1 |18,2 [184 |118,9 |18,8 |19,1 |18,6 [19,3]20,6|184]17,8 |18,1 |18 ]19,8]16,3 17,6 18,7 (16,1
3 19,6 |18,2 [189 |18,9 |19,3 |19,3 |184 [20,2]20,9 18,6184 [19,1 |18,6]19,9|164 17,5]18,8 15,9
6 19,7 {184 184 |19,1 |19,1 |19 |183 [20,3|21,3|19 |18,5]19/4 |18,7]20 |l64 17,5]19,3116,3
7 19,7 |18 189 |18,8 |18,9 |18,9 |18 20 |21,2118,9118,7 |118,7 |18,7(19,7]16,5 1741194 116,5
10 19,7 |18 19,2 |18,5 |19,1 |18,4 |18 20,1209 119 19,3 119,7 |18,8119,8]16,6 17,6 1194 116,7
12 19,8 |17,7 [19,1 |184 |19 ]18,3 |17,8 [20,5]20,9[19,5]|18,9 |20 ]19,7]20,2|17,2 17.9119,6 16,9
14 18,8 {174 184 |18,2 |17,5 |17,9 |17,7 [20,3]|21,2]19,9]18,8 [19,6 |19 [19,3|17 17,519,317
17 18,8 17,2 [18,3 |17,5 |17,2 |174 |17,7 [20/4]20,7|19,2]118,8 19,8 |19,7]19,2|17,3 179120 |17,3
19 16,7 {172 [199]20,7|18,9118,3 19,8 |18,7]19,5]16,8 18,1120 |17,1
24 18,8 120,2 119,2119,9[169 18,5120,7|17,5
26 18,9 |19,6 |18,9119,5]16,5 18,3 120,7|17,6
28 18,8 19,6 |19,5119,6 16,6 18,6 21,3 |17,6
31 18,9 |120,1 |19,6 120,7 |17 18,6 1204 |17,9
33 18,9 |19,8 |194121,2{17,6 18,8119,6 |18,2
35 19,2 19,7 119,5120,7 |17 4 18,7(20,2 18,1
38 19,6 |20 ]19,7]20,6 |18 18,8 1204 |19
40 1941204 118,7
42 1991204 118,8
45 198121 |18,3
47 19,7120,7 18,3
52 20,2 121,1 |18,5
54 20,3 1214 |18,6
59 20 21,6 (18,8
61 20,5122,1 19,2
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Tabelul 29
zile PBS MORADb-202 MORADb-202 MORADb-202
dupa 1 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
randomizare |NfEpIA [SEM N [MEDIA |SEM N [MEDIA |SEM N [MEDIA |SEM
0 18,68 0,165239 (5 19,2 0,385328 |5 |18 0,554902 |5 18,025 ]0,689078
3 18,98 0,234959 |5 |1948 047393 |5 |1848 0,579842 |5 18,025 ]0,769253
6 18,94 0,245739 |5 19,58 0,537015 |5 18,6 0,609665 |5 18,175 0,694839
7 18,86 0,268971 (5 |194 0,549488 |5 |18,46 0,525953 |5 18,125  ]0,628577
10 18,9 0,29444 (5 119,28 0,537015 |5 18,84 0,585996 |5 |18425 0,68618
12 18,8 0,352933 (5 [194 0,600608 |5 19,2 0,545849 |5 18,65 0,678513
14 18,06 0,267112 (5 |194 0,685817 |5 |18,74 0454832 |5 [18,25 0,523801
17 17,8 0,320373 (5 [19,08 0,673649 |5 18,96 0451533 |5 |18,725  ]0,592675
19 18,68 0,764423 |5 |18,62 0,527655 |5 18,85 0,670634
24 19 0,579498 |5 119,225  0,663539
26 18,68 0,563279 |5 |19,075 ]0,621135
28 18,82 0,573795 |5 |194 0,728103
31 19,26 0,636533 |5 |1945 0,638148
33 19,38 0,585826 |5 [19475 0,60047
35 19,3 0,536644 |5 119,15 0,416401
38 19,58 0,430983 |5 18,85 0,584918
40 1945 0,314619
42 19,925  10,359691
45 20,2 0,665164
47 19,96 0,549137
52 20,425 10,651414
54 20,725  ]0,758819
59 20,525  10,620064
61 20,775  10,552051
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2.6.4 Evaluarea dozei eficiente minime de eribulini in modelul de hNSCLC NCI-H2110 in soareci
CB17-SCID

Celule de NSCLC uman, H2110, pasajul 46, au fost implantate subcutanat in 30 de soareci CB17
SCID (de sex feminin, cu vérsta de 5 pand la 6 saptdmani, cantirind 20 de grame). Dupd 11 zile de la
implantare, soarecii au fost randomizafi in cinci grupuri. Cele cinci animale cu volumele tumorale care se abat
cel mai mult de la medie au fost excluse. Volumul mediu al tumorii in fiecare grup in ziua tratamentului (Ziva
0) a variat intre 87,6 - 89,4 mm? (Tabelul 32). Soarecii inrolati au fost tratati cu eribulina (Lot # N1201193) la
0,05, 0,2, 0,8, sau 1,6 mg/kg, sau cu PBS, in conformitate cu conceptul studiului (Tabelul 30). Fiecare grup a
fost terminat, respectiv, atunci cind in cadrul grupului a fost observat pentru prima datd volumul tumorii >
2000 mm®. Studiul a fost incheiat in Ziua 38 (30 de zile dupa ultima dozi).
Tabelul 30. Conceptul studiului

Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta
1 PBS 0

2 5 0,05

3 Eribulina 0,2 q4dx3 iv.

4 4% 0,8

5 5 1,6

Volumele tumorale la soarecii individuali sunt ardtate in Tabelul 31, iar media grupului si SEM sunt
ardtate in Tabelul 32. Cinetica cresterii tumorii pentru fiecare grup (media grupului si SEM) este aratatd in
Figura 14, iar volumele tumorale in soarecii individuali, precum si media grupului si SEM in ziva 24 (atunci
cand la goareci tratafi cu PBS au fost observate volume tumorale > 2000mm?), sunt aritate in Figura 15.
Eribulina a cauzat TGI de 50,5% (fard regresic tumorald observatd) la 0,05 mg/kg (p = 0,0026 vs. solutie
salind); TGI de ~ 99%1a 0,2, 0,8, sau 1,6 mg/kg (valorile p au fost < 0,0001 pentru toate cele 3 grupuri atunci
cand se compard cu solufia salind). Doza eficientd minima care a indus regresia tumorii este de 0,2 mg/kg. Cu
toate acestea, majoritatea tumorilor regresate in acesti soareci (3/5 in grupul 0,2 mg/kg, 4/5 in grupul 0.8
mg/kg, si 2/5 in grupul 1,6 mg/kg) au crescut din nou sau au rfimas méasurabile pe toata durata studiului (30 de
zile dupa ultima doza).

Greutatea corporald a soarecilor individuali este aratatd in Tabelul 33, iar media grupului si SEM
sunt ardtate in Tabelul 34. Cinetica schimbdrii greutatii corporale pentru fiecare grup (media grupului si SEM)
sunt ardtate in Figura 16.

Nu au fost observate pierderi semnificative de greutate corporald in niciunul dintre grupurile de
tratament in comparatie cu grupul de control tratat cu solufie salind. Nu au fost observate constatari clinice
care sd indice toxicitate in timpul tratamentului.

Eribulina, la 0,2 mg/kg si mai mult, administratd q4dX3 iv., a ardtat un efect semnificativ asupra
cregterii tumorii H2110. a fost obtinuta regresia tumorald. Atunci cind a fost administrati o dozi mai micd (la
0,05 mg/kg), nu a fost obtinutd nicio regresie tumorald. Prin urmare, doza eficientd minima testatd in acest
studiu este de 0,2 mg/kg.



MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

113
Tabelul 31
zile vehicul eribulina eribulini eribulini eribulini
dupa 0,05 mg/kg 0,2mg/kg 0,8 mg/kg 1,6 mg/kg
prima
doza
0 59 |91 (118 |88 [91 105|101 |94 |61 |77 103 |68 |78 |130 |62 111|104 [81 (93 |54 (70 |116 |74 |91 |91
3 62 |179 (219 |236 (173 |175(149 |117 |161 |64 |68 62 |52 |79 |61 |54 |55 |40 (51 |33 |50 |44 |44 |44 |47
5 80 255 |436 (283 [257 (231 |157 |228 |261 |132 [60 [60 |48 |90 |51 |32 |29 (34 [42 |25 |25 |22 |32 |24 |24
7 111 433 [440 [472 (446 |357 |171 269 (247 102 |48 |47 |39 |49 |47 |26 |34 (17 [21 |24 (19 |12 |31 |15 |11
10 230 |555 (747 622 (489 |370 |200 [413 [376 |226 |33 |39 |28 |36 |47 |17 |22 [19 [5 |21 (15 |O 29 |14 |0
12 263 |677 (722 |877 (620 |539 265 |448 [350 135 |19 |41 |23 |13 |14 |15 |23 [l6 (12 |24 (13 |O 14 0 0
17 720 1959 (960 1158 (885 |725 (514 [751 {620 |531 |0 0 0 |0 13 17 |38 [0 |0 |26 [0 |0 0 0 0
19 862 13141940 [1097 941 (869 |437 [908 |776 |837 (27 (39 |29 |29 (16 |0 20 [18 |0 |27 [0 |0 19 |0 0
24 1886 (2308 [1854 12760 (1671|712 |718 1489|1225 11040 |0 15 |19 |23 |11 |14 |0 |20 [0 |33 [18 |O 19 |0 0
26 0 24 10 11 14 0 |8 14 |14 [15 |8 |0 17 |0 0
28 0 7 0 |14 |83 |0 |16 (20 |14 17 |0 |0 16 |0 0
31 0 16 |0 |10 |31 |0 |10 |15 (26 |29 (11 |O 17 |0 0
33 0 27 10 13 22 0 |13 |8 18 |44 |8 |0 28 |0 0
35 0 19 |0 |16 |42 |0 |13 |0 (22 |50 (14 |O 17 |0 0
38 0 19 |0 |14 |45 |0 11 |13 (13 |54 (11 |O 20 |0 0
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Tabelul 32

PBS eribulind 0,05mg/kg eribulind 0,2mg/kg etibulind 0,8mg/
zile dupad prima|MEDIA |SEM N MEDIA [SEM N |MEDIA |SEM [N MEDIA [SEM
doza
0 894 9,34 5 87,6 8,18 5 |88,2 12,56 |5 88,6 10,0:
3 173.8 30,31 5 1332 19,74 5 644 445 |5 46,6 431
5 2622 56,43 5 201,8 24,37 5 618 743 |5 324 2,83
7 3804 67,55 5 2292 4340 5 |46 1,79 |5 24 4 2,83
10 528,6 85,83 5 317 4321 5 1366 3,17 |5 16,8 3,07
12 631,8 10142 |5 3474 70,14 5 |22 507 |5 18 2,34
17 9364 70,46 5 6282 48,40 5 12,6 2,60 |5 16,2 7,39
19 1030,8 80,29 5 7654 84,75 5 |28 365 |5 13 5,50
24 2095.8 195,76 |5 1036,8 14924 |5 |13,6 394 |5 134 6,26
26 9,8 454 |5 10,2 2,83
28 20,8 15,74 |5 134 348
31 114 577 |5 16 5,29
33 124 553 |5 16,6 745
35 154 7,72 |5 17 9,22
38 15,6 825 |5 18,2 9,25
Tabelul 33
zile vehicul eribulini eribulini eribulini
dupa 0,05 mg/kg 0,2mg/kg 0,8 mg/kg
prima
doza
0 18,5 |16,7 |19,1 1204 (19,6 |19,1 |164 |18,6(20,1]17,9]18,2|18,5|16,7]19,8]118,9 [18,6]17,8]18,4]17,8
3 18,8 |16,6 |19,6 1209 (20,0 |194 |17,1 |18,5]20,4]18,7]18,6 (18,5 [16,9]19,6]19,8 [18,8]18,0]18,4]18,1
5 18,8 |16,8 |19,3 1212 (20,0 |[194 |16,5 |18,4(20,4]194]18,5]19,1 |16,9]20,2]20,1 [18,9]18,1]18,5]17,6
7 18,6 |16,5 |19,3 21,2 (19,8 |194 |16,3 |18,7(20,3]19,1]18,5|18,5 |17,1]19,6]20,7 [19,1]18,1]19,0]17,8
8 18,3 |16,7 |18,8 |21,1 (19,6 |193 |16,3 |18,420,4]194]18,6 (19,1 [17,0]19,6119,9 [19,2]18,0]19,0|17,7
9 184 |16,4 18,5 |21,0 (19,5 188 |16,1 |18,6(19,9]19,1]18,3 (20,0 |16,8]19,5119,5 [19,2]17,7|18,5]17,5
10 19,0 17,2 1192 21,6 (20,3 |19,7 |16,3 |19,4]20,5]20,0]18,7 19,4 |17,1]20,0]20,1 [19,0]17,7]18,9]17,8
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zile vehicul eribulini eribulini eribulini
dupa 0,05 mg/kg 0,2mg/kg 0,8 mg/kg
prima
doza

12 19,0 1159 |18,5 |21,3 19,2 |18,8 |159 |18,6]19,6(19,7118,3]19,3 |16,9|19,7119,9 |18,9 17,8 19,0{17.8
17 18,8 15,5 |17,8 |20.4 (18,3 |17,5 |16,0 |18,5]18,0(19,7119,0119,3 |17,4]20,5]20,0 |19,2]18,0(18,8{18,1
19 18,9 |15,6 |17.2 120,6 (18,1 |17.8 |16,3 |18,4(18,0]|19,4]19,1 |19,0 |17,1]21,1 21,0 |19,1]17,7]19,4]18,7
24 18,2 |15,8 |174 120,3 (18,2 |18,8 |16,5 |18,817,4]18,0]19,3 (20,2 |18,8]21,7 22,0 [20,1]18,5]20,3]19,1

26 19,8 120,9 (18,6 |122,0|20,4 120,3[18,119,9]19,3
28 20,1120,6 [18,1]21,5]21,0 |20,3[17,8 20,2 (19,6
31 18,7 |20,1 |18,7 {22,0]21,2 {20,1]18,2]20,3]19,5
33 20,0120,3 18,4 122,2]21,8 |20,218,321,0(19,2
35 19,5 |20,1 |18,7 22,1214 {20,1]17,8]21,0]19,3
38 19,8 120,8 [18,3 21,6 21,6 20,4 18,1 21,4194
Fiecare coloand reprezintd un animal individual.
Tabelul 34

PBS eribulina eribulina eribulina

0,05 mg/kg 0,2 mg/kg 0,8 mg/kg

zile dupid prima|[MEDIA |[SEM N MEDIA |SEM |N MEDIA |SEM |N MEDIA |SEN
doza
0 18,9 0,62 5 184 0,62 |5 184 0,51 |5 18,1 0,16
3 19,2 0,73 5 18,8 054 |5 18,7 0,51 |5 18,5 0,19
5 19,2 0,73 5 18,8 0,66 |5 19,0 0,60 |5 18,3 0,22
7 19,1 0,77 5 18,8 0,67 |5 18,9 0,60 |5 18,6 0,27
10 18,9 0,72 5 18,8 0,69 |5 18,8 0,51 |5 18,5 0,29
12 18,8 0,76 5 18,5 0,65 |5 18,8 0,59 |5 18,3 0,30
17 19,5 0,73 5 192 0,74 |5 19,1 0,55 |5 18,5 0,32
19 18,8 0,86 5 18,5 0,68 |5 18,8 0,56 |5 18,5 0,28
24 18,2 0,79 5 17,9 0,60 |5 193 0,53 |5 18,6 0,24
26 195 0,74 |5 18,8 0,30
28 204 0,63 |5 197 0,36
31 20,3 0,56 |5 197 0,48
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PBS eribulini eribulini eribulini
0,05 mg/kg 0,2 mg/kg 0,8 mg/kg
zile dupid prima|[MEDIA |[SEM MEDIA |SEM MEDIA |SEM |N MEDIA |[SEV
doza
33 20,3 0,59 |5 19,7 0,50
35 20,1 0,66 |5 19,8 043
38 20,5 0,68 |5 19,8 0,47
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EXEMPLUL 2
1. Materiale si metode

MORADBO0O3-VCP-eribulind (MORAb-202) a fost sintetizat prin conjugarea MORADbB-003 (anti-
receptorul alfa al folatului uman umanizat) la compusul MAL-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001159569)
descris in sectiunea 1.1 din Exemplul 3. Metoda de conjugare este descrisa in sectiunea 1.4.1 din Exemplul 4.
1.1 Modele tumorale

Liniile de celule tumorale umane utilizate in evaluarea suplimentatd in vitro a MORAD-202 includ
IGROV1 (carcinom ovarian uman, FRM #") OVCAR3 (carcinom ovarian uman, FR™4¢") NCI-H2110
(carcinom pulmonar cu celue non-mici uman, FR™4¢9) A431-A3 (linia celulard parentald A431 transfectati
stabil cu mezotelind umang, FR") SISA-1 (osteosarcom uman, FR™2) si HL-60 (leucemie umani,
FR™&9) Toate aceste linii celulare au fost obtinute direct de la American Type Culture Collection (ATCC).
Pentru studiile in vivo au fost stabilite modele de soareci cu xenogrefa derivatd de la pacienti cu cancer
pulmonar cu celule non-mici, cancer de san triplu negativ, si cancer endometrial, si au fost mentinute la
Oncotest GmbH (Freiburg, Germania), Oncodesign (Dijon, Franta), si EPO Berlin-Buch GmbH (Berlin,
Germania), respectiv.

1.2 Analize de citotoxicitate in vitro
1.2.1 Analiza cu violet de gentiana

Celule IGROV1 (FRMt+)  A431-A3 (FRP®)) si SISA-1 (FR™0) au fost sub-cultivate si
insdméantate 1la 10.000 de celule/godeu in mediu de cregtere complet in plici de culturd de tesut cu 96 de
godeuri, incubate la 37°C, CO, 5% pe parcursul noptii (16 ore). De obicei, reactivii de test au fost diluafi in
serie 1:4 in placi de dilutie cu godeuri adanci de 2 mL, incepénd de 1a 1 uM (10 dilutii in total). La placile de
celule s-au adaugat 100 pL de probe diluate (concentrafia initiald a probelor de test la 100 nM). Placile au fost
incubate la 37°C, CO, 5% o perioada suplimentara de 48 de ore. Mediul a fost aruncat, placile au fost spalate
o datd cu 200 pL. de DPBS, colorate cu 50 pL de solufie de violet de gentiana 0,2% la temperatura camerei
timp de 15 min, si apoi spilate intens cu ap de la robinet. Plécile au fost uscate la aer, si violet de genfiand a
fost dizolvat cu 200 pL de solutie SDS 1%. Placile au fost citite la 570 nm. Datele au fost analizate folosind
GraphPad Prism 6. Pentru OVCAR3 (FR™% )i NCI-H2110 (FR™) celulele au fost insiméntate la
3.000 de celule/godeu si incubate timp de 5 zile cu MORAD-202.

1.3 Studii in vivo
1.3.1 Modelul de xenogrefa NCI-H2110

Pregdtirea animalelor: Soareci CB17 SCID (de sex feminin, in varstd de 6 siptdmini) au fost
adapostifi intr-un numér de 5 goareci per cuscd ventilatd. Pentru animale au fost disponibile, ad lib, pelefi de
alimente sterilizati i sticle de apd. Animalele au fost aclimatizate timp de 5 - 7 zile inainte de implantarea
tumorii.

Cultura de celule: Celule NCI-H2110 umane au fost decongelate din stoc congelat (NB2813-65) si
cultivate in mediu RPMI-1640 suplimentat cu ser fetal bovin 10% (FBS) in CO; 5% la 37°C. Dupa doua
pasaje, la atingerea confluentei la aproximativ 70%, celulele au fost recoltate folosind solutie de disociere a
celulelor, spalate de doud ori cu mediu fard ser, si numarate.

Implantarea tumorii: Suspensia de celule in mediu fara ser a fost amestecatd cu matrigel rece ca
gheatala 1:1 (v:v) la o concentratie finald de 1,0 x 10 celule/mL. Fiecare soarece a fost injectat subcutanat cu
100 pL de amestec 1a 1,0 x 107 celule/soarece. Pentru toate injectiile a fost folosit un ac de 27G. Soarecii au
fost monitorizafi pentru bunistarea clinicd si tumorile au fost masurate cu subler digital de trei ori pe
saptamand, incepand din Ziua 3 dupa implantare. Volumul tumorii (mm?) a fost calculat utilizand formula: W
(mm) ? L (mm) ? D (mm) ? 7/6. Atunci cand tumorile au atins ~100 mm? (cu o medie de > 70 pand la ~130
mm?), animalele au fost randomizate la 4 - 5 per grup. Au fost excluse cele 5 animale cu volumele tumorale
care se abat cel mai mult de la medie.

Conceptul studiului: Soarecii experimentali inrolafi au fost injectati intravenos cu 200 pL de vehicul
sau MORADb-202 la 1,0, 2,5, si 5 mg/kg, in conformitate cu conceptul studiului (Tabelul 35), in ziua
randomizarii. Greutatea corporald a fost mésuratd inainte de doza, si de doud ori pe siptdménd pe parcursul
studiului. La sfarsitul studiului, greutatea corporald terminala a fost mésurata si inregistratd. Animalele au fost
cutanasiate atunci cind volumul individual al tumorii a depasit 2000 mm?. Criteriile de terminare timpurie
inainte de atingere a volumului tumoral maxim permis au inclus: (1) ulceratii tumorale mai mari de 50% din
tumord (v:v); (2) paralizie; (3) pierdere in greutate corporald > 20%; si (4) 50% dintre animalele din cadrul
grupului au indeplinit terminarea. Orice goarece cutanasiat sau gasit mort pe parcursul studiului a fost
procesat urmand procedura terminald descrisd mai sus.
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Tabelul 35. Conceptul studiului
Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta
1 Vehicul 0
2 1 . .

5 bolus unic 1.v.
3 MORAD-202 2,5
4 5

1.3.2 Modele de xenogrefe derivate de la pacient (PDx)
1.3.2.1 Modelul de PDx de cancer pulmonar cu celule non-mici (NSCLC): LXFA-737 (Oncotest)

Implantarea tumorii: Fragmente tumorale de NSCLC au fost obtinute de la xenogrefele tumorale
LXFA-737 cu pasaje in serie in soareci nud. Dupd indepartarea de la soareci donori, tumorile au fost tiiate in
fragmente (lungimea marginii de 3 - 4 mm) si plasate in solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS) continidnd
10% penicilind/streptomicind. Animalele primitoare au fost anesteziate prin inhalare de izofluran si au primit
implanturi tumorale unilaterale sau bilaterale subcutanat in flanc. Xenogrefele tumorale au fost implantate cu
una sau doud tumori per soarece cu o rati de achizitie < 65%. In cazul unei achizitii bilaterale, una dintre
aceste tumori a fost explantatd inainte de randomizare. Animalele si implanturile tumorale au fost
monitorizate zilnic pand cind cresterea tumorii solide a fost detectabild la un numar suficient de animale. La
randomizare a fost determinat volumul tumorilor in crestere. Animale care indeplinesc criteriile de
randomizare (adica purtitoare de tumori de 50 - 250 mm?®, preferabil 80 - 200 mm?) au fost distribuite in
grupuri experimentale formate din 5 - 6 animale per grup, avand ca scop volume tumorale de grup mediane i
medii comparabile, de aproximativ 100 - 120 mm>. Animalele care nu au fost utilizate pentru experimente au
fost eutanasiate. Ziva randomizirii a fost desemnati ca Ziua 0 a experimentului.

Conceptul studiului: Soarecii experimentali inrolafi au fost injectati intravenos cu vehicul, MORAb-
003 la 5 mg/kg, sau MORAb-202 la 5 mg/kg, in conformitate cu conceptul studiului (Tabelul 36), in ziua
randomizarii. Greutatea corporald a fost mésurata inainte de dozd in fiecare zi de dozare, si de doud ori pe
saptdmand pe parcursul studiului. La sfarsitul studivului, greutatea corporald terminald a fost masuratd si
inregistratii. Animalele au fost eutanasiate atunci cAnd volumul individual al tumorii a depésit 2000 mm®.
Tabelul 36. Conceptul studiului

Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta
1 6 Vehicul 0

2 6 MORAD-003 5 bolus unic  |i.v.

3 6 MORAD-202 5

1.3.2.2 Modelul de PDx de cancer de san triplu negativ (TNBC): OD-BRE-0631 (Oncodesign)

Implantarea tumorii: Noud soareci SWISS nud de sex feminin au fost injectati subcutanat in flancul
drept cu fragmente tumorale de TNBC derivate de la pacient. Soarecii purtatori de tumori au fost eutanasiati
atunci cand volumul tumorii a atins 500 - 1000 mm?, iar tumorile au fost excizate chirurgical. Fragmente
tumorale (30 - 50 mg) au fost implantate ortotopic in regiunea pernei de grasime mamard a 34 de soareci
SWISS nud de sex feminin dupa 24 pani la 72 de ore de la o iradiere a intregului corp cu o sursd gamma (2
Gy, 60Co, BioMEP, Franta). Atunci cind tumorile au atins un volum mediu de 200 - 300 mm?, 24 dintre cele
34 de animale totale au fost randomizate in doud grupuri (n = 12 animale) in conformitate cu volumul
individual al tumorii lor utilizand software-ul Vivo Manager® (Biosystemes, Couternon, Fran{a). Pentru a
evalua omogenitatea intre grupuri a fost efectuat un test statistic (analiza variantei). Ziva randomizarii a fost
desemnatd ca Ziua 0 a experimentului.

Conceptul studiului: In Zina 1 (o zi dupi randomizare si doud zile inainte de tratament), 3 soareci din
fiecare dintre cele doud grupuri netratate au fost terminafi. Soarecii experimentali rAmagi au fost injectati
intravenos cu vehicul sau MORAD-202 la 5 mg/kg, in conformitate cu conceptul studiului (Tabelul 37), in
Ziua 3. In Ziua 8 (cinci zile dupa tratament), 3 soareci din fiecare dintre cele doud grupuri de tratate au fost
terminati. Imediat dupd terminare, tesutul tumoral a fost colectat si fixat in 4% formalind tamponatd neutrd
timp de 24 pana la 48 de ore, si apoi incorporat in parafind (Histosec®, Merck, Darmstadt, Germania). Proba
incorporatd in parafind a fost depozitata la temperatura camerei pentru analiza imunohistochimica ulterioara.
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Tabelul 37. Conceptul studiului
Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta
3 n/a n/a n/a n/a
! 9 Vehicul 0 bolus unic iv.
3 n/a n/a n/a n/a
. 9 MORAD-202 5 bolus unic iv.

Analiza imunohistochimicd (IHC): Colorarea IHC a {esuturilor tumorale incorporate in parafind,
fixate in formalind, a fost efectuatd pentru a evalua atit ocupareca MORAb-202, cat si exprimarea
fibroblastelor asociate cancerului. Inainte de colorare, lamelele au fost deparafinate si antigenul a fost
recuperat intr-un Lab Vision™ PT Module (Thermo Scientific), in tampon citrat (pH 6,0) pre-incalzit la 85°C,
utilizand urmétorul program: incilzire la 97°C; incubare la 97°C timp de 30 min; si ricire la 60°C. Lamelele
au fost apoi transferate in apd dublu distilatd la temperatura camerei timp de 5 min. Colorarea a fost efectuata
intr-un Lab Vision™ Autostainer 360 (Thermo Scientific). Pe scurt, lamelele au fost spalate de doud ori in
solufie salind tamponatd cu Tris 1X/Tween-20 (TBST) timp de 6 min/spalare. Sectiunile de fesut au fost apoi
incubate in tampon de blocare (300 uL) (ser de caprd 10% (Jackson Immunoresearch Laboratory Inc., nr. cat.
005-000-121) diluat in 3% albumind sericd bovind (BSA) - solutie salind tamponata cu fosfat (PBS)) timp de
1 ora, incubate in anticorp conjugat (200 pL) (Tabelul 38) timp de 1 ord, si spalat de cinci ori in TBST 1X
timp de 6 min/spalare. Lamelele au fost colorate cu o culoare contrastantd cu DAPI in medii de montare, iar
lamelele acoperite cu lamele au fost 1asate si se intireasca timp de 30 de min. Lamelele au fost procesate pe
un scaner Panoramic MIDI (3DHISTECH), iar imaginile IHC au fost analizate folosind software-ul Halo
(Indica Labs). Anticorpii utilizafi in aceastd analizi au {intit o-actina mugchiului neted (SMA), care este un
marker specific pentru fibroblastele asociate cancerului, si IgG umand, care poate detecta prezenta MORAb-
202.

Tabelul 38. Anticorpi IHC

Anticorp Conjugat (Vinzator |Nr.cat. |Lot Solutie stoc |Solutie de lucru
o-actina mugchiului .

neted (SMA)-FITC FITC Sigma F3777 |124M4775V (2,0 mg/mL |5,0 pg/mL

IgG1 de soarece, . )

controlul izotipuli k AF488 Biolegend (400129 (B 128493 0,2 mg/mL |1:1000

anti-IgG umand de caprd |AF555 Mol. Probes |A21433 |1709318 n/a 1:200

1.3.2.3 Modele de PDx de cancer endometrial: Endo-12961 si Endo-10590 (EPO Berlin)

Implantarea tumorii: Fragmente de tumord de cancer endometrial au fost obfinute din xenogrefe
tumorale Endo-12961 si Endo-10590 cu pasaje in serie, si depozitate ca stoc in azot fluid. Fragmentele
tumorale au fost implantate subcutanat in flancul stang al 40 de soareci de sex feminin NMRI nw/nu, si a fost
monitorizat volumul tumorii. Soareci cu un volum al tumorii de 100 - 160 mm* au fost randomizati in unul
dintre cele patru grupuri (Grupurile A - D, Tabelul 39). Soarecii satelit pentru randomizare au fost inclusi intt-
un al cincilea grup (Grupul E, Tabelul 39). Fiecare grup a fost alcdtuit din 8 animale. Ziva randomizarii a fost
desemnatd ca Ziua 0 a experimentului.

Conceptul studiului: Soarecii experimentali inrolafi au fost injectati intravenos cu PBS, eribulind la
3,2 mg/kg sau 0,1 mg/kg, sau MORAD-202 la 5 mg/kg, in conformitate cu conceptul studiului (Tabelul 39), in
ziuna randomizérii. Cresterea tumorii a fost evaluatd prin misurarea a doud diametre perpendiculare de doua
ori pe saptdmani, si au fost calculate valorile volumului tumorii (TV), volumului relativ al tumorii (RTV) si
tratat/control (T/C). Greutatea corporald a fost evaluati, de asemenea, de doud ori pe sdptimini ca un
parametru pentru toxicitate, cu calcularea greutatii corporale per grup si a modificarilor greutifii corporale
(BWC) fata de inceputul tratamentului. Animalele au fost sacrificate atunci cind volumul tumorii individuale
a depagit 1 cm®, sau la sfarsitul studiului.

Tabelul 39. Conceptul studiului

Grup # Soareci
A 8

Ruta

1.V.

Tratament Doza (mg/kg)
PBS 0

Regim

bolus unic
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Grup # Soareci Tratament Doza (mg/kg) Regim Ruta
B Eribulina 32
C Eribulina 0,1
D MORAD-202 5
E n/a n/a n/a n/a

1.4 Mecanism de actiune
1.4.1 Sistem de co-cultura tridimensional (3D) in zPredicta

Toate experimentele de co-culturd 3D care confin celule stem mezenchimale (MSC) au fost efectuate
in zPredicta, utilizind sisteme de matrice extracelulard 3D specificd organului, cum ar fi rStomach™,
Celulele stem mezenchimale ale maduvei osoase (BM-MSC-uri) in rStomach™ au fost co-cultivate cu linia
de celule de cancer gastric Nuc Red Light MKN-74 in cvadruplicat in format de 48 de godeuri timp de 12
zile. S-a demonstrat anterior ¢ celulele MKN-74 exprimd suficient receptorul alfa al folatului (FR) pentru
tratamentul MORADb-202 pentru a induce apoptoza celulari. Inainte de culturi, BM-MSC-urile au fost
evaluate pentru exprimarea antigenului {inta si pentru markerii diferenfietii MSC (Tabelul 40) prin citometrie
in flux.
Tabelul 40. Markerii diferentierii MSC

Populatia de celule Markeri

Celule stem mezenchimale (MSC-uri) Stro-1*/CD105*

Pre-adipocite CD34%/CD31

Adipocite Oil red

Fibroblaste asociate cancerului (CAF-uri) alfa-actina muschiului neted («SMA), vimentind
Pre-pericite/pericite NG2*, CD13%, CD146*

Toate FRA

Culturile rStomach™ au fost tratate fie cu MORAD-202, anticorp MORADb-003 neconjugat,
eribulind, fie cu control, asa cum este descris in Tabelul 41. Controalele au inclus culturi netratate i tratate cu
vehicul (PBS si DMSO). Diferentierea MSC a fost monitorizatd prin microscopie cu lumind. Odata ce s-a
observat diferentierea vizibild, probele au fost recoltate pentru colorare si analizd de citometrie in flux.
Tabelul 41. Tratamente de co-cultura

Agent Concentratie (concentratii) de lucru
MORADB-202 10 nM

MORADB-003 (anticorp neconjugat) 10 nM

Eribulind 1,7nM 51 0,2 nM

PBS

DMSO 0,1%

Control netratat

1.4.2 Analiza cursului in timp a efectului MORADb-202 asupra fibroblastelor asociate cancerului

Soareci purtdtori de tumori de xenogrefa H2110 subcutanatd au fost preparati asa cum este descris in
sectiunea 1.3.1. Probele tumorale au fost recoltate in Zilele 0, 3, 5, 7, si 9 dupd administrarea vehiculului sau a
MORAD-202 la 5 mg/kg. Probele tumorale colectate au fost prelucrate pe lamele, iar exprimarea
fibroblastelor asociate cancerului a fost analizatd prin IHC aga cum este descris in secfiunea 1.3.2.2.
2. Rezultate
2.1 Analize de citoxicitate in vitro
2.1.1 Citotoxicitatea MORAb-202
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Potenta in vitro a MORAD-202 a fost evaluata folosind o analiza cu violet de gentian, asa cum este
detaliat in sectiunea 1.2.1. Screening-ul a fost efectuat pe celule IGROV1 (FRM) OVCAR3 (FR™e),

NCI-H2110 (FR™49) A431-A3 (FRP), si SJSA-1 (FR™2). Rezultatele acestui screening sunt furnizate
in Figura 17 si Tabelul 42.

Tabelul 42. Screening-ul de citotoxicitate (CEso) al MORAb-202

pe diferite linii de celule tumorale

ECso (nM)

IGROV 1 OVCAR3 NCI-H2110 A431-A3 SISA-1
(FR+++) (FR++) (FR++) (FR+/-) (FR-)
0,01 0,16 0,74 23 > 100

MORAD-202 a prezentat citotoxicitate dependentd de exprimarea receptorului alfa al folatului
impotriva liniilor celulare tumorale, si niveluri scizute de ucidere departe de tintd. MORAb-202 a demonstrat
cel mai inalt nivel de potentd (0,01 nM) pe celule IGROV1, cu citotoxicitate redusd (> 100 nM) pe celulele
SISA-1 negative la receptorul alfa al folatului. Potenta intermediard a fost observatd in celulele OVCAR3 si
NCI-H2110 (0,16 nM si 0,74 nM).

2.2 Studii in vivo
2.2.1 Eficacitatea MORAD-202 in modelul de xenogrefa NC1-H2110

Soareci purtatori de tumori H2110 subcutanate au fost injectafi intravenos cu vehicul sau MORAb-
2021a 1, 2,5, si 5 mg/kg. Regresia semnificativa a tumorii a fost observatd dupa o doz unicd de MORAD-202
la 5 mg/kg (Figura 18 si Tabelul 43). Folosind acest model de xenogrefa cu exprimare ridicata a receptorului
alfa al folatului si administriri de doza unicd, fereastra terapeuticd pentru MORADb-202 s-a dovedit a fi 1
mg/kg pentru intarzierea cregterii tumorii (cu boala stabild) si > 2.5 mg/kg pentru regresia tumorii. In acest
studiu, MORADb-202 1a o doza de 2,5 mg/kg a avut ca rezultat un raspuns partial, iar MORAD-202 1a o doza
de 5 mg/kg a avut ca rezultat un raspuns complet.

Tabelul 43. Activitatea antitumorala a MORAD-202 in modelul
de xenogrefa NC1-H2110

Volumul tumorii, mm’ (Inhibarea cresterii
tumorii, %)
Ziua 17 Ziua 31
Vehicul (n =5) 1583,4 + 146,1 (100) n/a
MORAD-202, 1 mg/kg, doza unicd (n = 5) 840,0 £ 76,8 (53,1) n/a
MORAD-202, 2,5 mg/kg, doza unicd (n = 5) 60,8 +27,1 (3,8) 1173,2 £373,2
MORAD-202, 5 mg/kg, doza unici (n = 4) 0,0 (0,0) 0 (0,0)

2.2.2 Eficacitatea MORAD-202 in modelul de PDx de NSCL.C: LXFA-737

Soareci purtitori de tumori de PDx de NSCLC subcutanate au fost injectati intravenos cu vehicul,
MORAD-003 la 5 mg/kg, sau MORAbB-202 la 5 mg/kg. O singurd dozd de MORAb-202 (5 mg/kg) a avut ca
rezultat regresia semnificativd a tumorii in acest model, spre deosebire de o singurd dozd de anticorp
MORAD-003 neconjugat (5 mg/kg), care nu a demonstrat activitate anti-tumorald semnificativa (Figura 19A).
Cinci dintre cei sase soareci in total tratafi cu MORADb-202 au fost considerafi fard tumori in Ziva 32 a
studiului (Tabelul 44), si patru au rimas fard tumori pand in Ziva 74 (terminarea studiului). In plus, nu a fost
observata nicio pierdere de greutate corporald semnificativa in grupul de tratament in comparatie cu grupul de
control tratat cu vehicul, indicand nicio toxicitate pe parcursul tratamentului (Figura 19B).
Tabelul 44. Activitatea antitumorald a MORADb-202

in modelul de PDx de NSxL.C

Volumul tumorii, mm’® (Inhibarea cresterii tumorii,

%)

Ziua 21 Ziua 32 Ziua 74
Vehicul (n = 6) 1004,5 (100) 1561,3 (100) n/a
MORAD-003, 5 mg/kg, doza unici (n = 6) 860,7 (85,7) 1572,1 (100,7) n/a
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Volumul tumorii, mm’® (Inhibarea cresterii tumorii,
%)
Ziua 21 Ziua 32 Ziua 74
MORAb-202, 5 mg/kg, doza unica (n = 6) 22.9(2,3) 47 (0.3) fuljlfﬁ)(‘” 6 fara

2.2.3 Eficacitatea relativi a MORADb-202 si eribulinei in modelele de PDx de cancer endometrial: Endo-
12961 si Endo-10590

Xenogrefele de Endo-12961 si Endo-10590 exprimd niveluri ridicate ale receptorului alfa al
folatului. Soareci purtitori de tumori de PDx de cancer endometrial subcutanate au fost injectafi intravenos cu
PBS, eribulin la 3,2 mg/kg sau 0,1 mg/kg, sau MORADb-202 la 5 mg/kg. Doza maximi tolerati (MTD) de
eribulind in acest model este de 3,2 mg/kg, in timp ce 0,1 mg/kg este echivalent cu doza de eribulind furnizata
de MORAD-202 administrat la 5 mg/kg. In tot inceputul studiului s-a observat activitate antitumorald
semnificativd in urma tratamentului cu MORAb-202 (5 mg/kg) si doza MTD de eribulind (3,2 mg/kg) in
ambele modele animale, in timp ce nu a fost observatd nicio activitate anti-tumorald semnificativa in urma
tratamentului cu eribulind la 0,1 mg/kg (Figurile 20A si 20C). Cu toate acestea, tumorile regresate la soareci
tratafi cu eribulind la 3,2 mg/kg au inceput sa creasca din nou pe parcursul duratei studiului, in timp ce nu s-a
remarcat nicio re-crestere semnificativd a tumorii la soarecii tratafi cu MORADb-202. In acest studiu s-a
constatat ¢ MORADb-202 este semnificativ mai eficient decat eribulina. Tratamentul cu eribulind a afectat, de
asemenea, temporar greutatea corporald in prima siptdmana post-tratament (Figurile 20B si 20D). In schimb,
la animalele tratate cu MORADb-202 nu a fost observata nicio pierdere de greutate corporala.
2.3 Mecanismul de actiune al MORAD-202
2.3.1 THC si eficacitatea MORAD-202 in modelul de PDx de TNBC: OD-BRE-0631

Soareci purtatori de tumori de PDx de TNBC subcutanate au fost injectati intravenos cu vehicul sau
MORAD-202 1a 5 mg/kg. Tesutul tumoral a fost colectat de la soareci din fiecare grup inainte de tratament
(Ziua 1) si dupd tratament (Ziva 8). Analizele IHC ale tesuturilor tumorale colectate au aratat cA MORADb-202
ocupd celule tumorale care exprimi receptorul alfa al folatului dupi cinci zile de la tratament (Ziua 8), in
urma administrarii in Ziva 3 ca doza unicd (5 mg/kg). Ocuparea celulei a fost evaluata folosind un anticorp
anti-IgG umana (Figura 21A). De asemenea, s-a aratat cd tratamentul cu MORAD-202 diminueaza structura
fibroblastelor asociate cancerului, asa cum se aratd prin colorarca IHC cu un anticorp anti-c-actind a
muschiului neted (SMA)-FITC (Figura 21B). In ceea ce priveste eficacitatea, tratamentul cu MORAb-202 a
avut ca rezultat regresia tumorald maxima la 11 zile dupa tratament, mésurata printr-un volum tumoral relativ
(RTV) de 0,62 (Figura 21C).
2.3.2 Efectul MORADb-202, MORAD-003, si eribulinei asupra sistemului de co-cultura 3D

Celulele stem mezenchimale ale maduvei osoase (BM-MSCs) in rStomach™ (zPredicta) au fost co-
cultivate cu linia de celule de cancer gastric MKN-74 timp de 12 zile. Inainte de culturi, BM-MSC-urile au
fost evaluate pentru exprimarea receptorului alfa al folatului si pentru markerii diferenfierii MSC prin
citometrie in flux. Culturile rStomach™ au fost apoi tratate fie cu MORAD-202, anticorp MORAb-003
neconjugat, eribulind, fie cu control. Odata ce diferentierea MSC vizibila a fost observata prin microscopie cu
lumind, probele au fost recoltate pentru colorare si analizd de citometrie in flux. Rezultatele acestor analize
sunt ardtate in Figura 22.

O durata totala a tratamentului de 7 zile, cu completarea tratamentului pe parcursul acestei perioade,
a fost suficientd pentru a produce un efect masurabil asupra diferentierii BM-MSC-urilor umane in cultura cu
celule MKN-74. In raport cu controlul cu vehicul, tratamentul cu MORADb-202 (10 nM) a avut ca rezultat o
crestere a MSC si populatiilor de adipocite, si o scidere a populatiilor de pericite (Tabelul 45). Aceste date
indica faptul cA MORAD-202 poate avea un efect semnificativ asupra micromediului tumoral.
Tabelul 45. Efectul MORAb-202, MORAD-003 si eribulinei asupra
sistemului de co-culturd 3D

Procentul de celule vii

Tratament MSC-uri Adipocite Pericite
PBS 32,3% 0,72% 14,6%
MORAD-202 43,7% 22,6% 11,4%
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Procentul de celule vii
Tratament MSC-uri Adipocite Pericite
MORADB-003 37,1% 0,69% 24,0%
Eribulina 29,9% 2,68% 25,8%

2.3.3 Analiza cursului in timp a efectului MORAb-202 asupra fibroblastelor asociate cancerului

Probe tumorale au fost recoltate de la soareci purtdtori de tumord din xenogrefd H2110 subcutanata
in Zilele 0, 3, 5, 7 si 9 dupd administrarea vehiculului, sau a MORADb-202 la 5 mg/kg. Probele tumorale
colectate au fost prelucrate pe lamele, iar exprimarea fibroblastelor asociate cancerului (CAF) a fost analizata
prin IHC. Structura de refca CAF, asa cum a fost evaluatd si cuantificatd prin colorare cu un anticorp anti-o-
actind musculard netedd (SMA)-FITC, a fost proeminenta in Ziua 3 si Ziva 5, dupa administrarea unei doze
unice de MORAD-202 la 5 mg/kg (Figura 23). Cu toate acestea, pand in Ziua 7, majoritatea acestei structuri a
fost diminuatd in mod semnificativ.

EXEMPLUL 3
1. Materiale si metode

Compusii de eribulind care pot fi conjugafi, avind structurile arétate in Tabelul 46, au fost sintetizati
in conformitate cu urmétoarele proceduri, si au fost utilizafi in prepararea ADC-urilor (Exemplul 4).

Toti solventii utilizati in reactiile de sintezd au fost de grad anhidru (EMD Millipore). Toti solventii
utilizati pentru prelucrare sau purificare au fost de grad de cromatografie lichidd de inaltd performantd
(HPLC) (EMD Millipore). Cu exceptia cazului in care este indicat in alt fel, toate substantele chimice au fost
disponibile in comert. Cromatografia pe coloand a fost efectuatd folosind un Biotage® SP4. Eliminarea
solventului a fost efectuatd utilizind fie un evaporator rotativ (Buchi Labortechik AG), fie un evaporator
centrifugal (Genevac, SP scientific). Cromatografia lichidd preparativa-spectrometria de masa (LC/MS) a fost
efectuatd utilizind Waters AutoPurification System si o coloand C18 XTerra MS (5 pm, 19 mm x 100 mm) in
conditii de fazd mobild acida. Spectrele de rezonantd magnetica nucleard (RMN) au fost prelevate folosind
cloroform deuterat (CDCls) cu exceptia cazului in care este declarat in alt fel, si au fost inregistrate la 400 sau
500 MHz folosind un instrument Varian (Agilent Technologies). Spectrele de masé au fost prelevate folosind
un Waters Acquity Ultra Performance LC/MS. Asa cum este utilizat in acest document, termenul "inert" se
referd la inlocuirea aerului dintr-un reactor (de exemplu, un vas de reactie, un balon, un reactor din sticld) cu
un gaz inert, in esentd lipsit de umiditate, cum ar fi azotul sau argonul. Multiplicititile sunt indicate folosind
urmdtoarele abrevieri: s = singlet, d = dublet, t = triplet, q = cvartet, quint = cvintet, sxt = sextet, m =
multiplet, dd = dublet de dublete, ddd = dublet de dublete de dublete, dt = dublet de triplete, br s = un singlet
larg.

Tabelul 46. Compusi de eribulini care pot fi conjugati
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Mal-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-eribulini (ER-001231679)
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NHS-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-eribulind (ER-001231691)
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Azida-PEG3-disulfida-PAB-eribulind (ER-001237508)
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Mal-PEG4-triazol-PEG3-sulfonamida-PAB-eribulind (ER-001237505)
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Azido-PEG4-Val-Cit-PAB-eribulini

1.1 Preparare de MAL-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulina (ER-001159569)
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In N,N-dimetilformamida (DMF) (6,0 mL) s-a dizolvat eribulini (ER-000086526) (61,5 mg, 0,074
mmol) si apoi s-a amestecat cu bazd Hunig (0,027 mL, 0,156 mmol) si Fmoc-Val-Cit-PAB-PNP (86 mg,
0,112 mmol). Reactia a fost agitatd la temperatura camerei timp de 18 ore pani cind cuplarea a fost completd,
asa cum a fost determinat prin analiza cromatografiei lichide de inaltd performantd (HPLC). La amestec a fost
adaugatad dietilamind (0,078 mL, 0,745 mmol), si amestecul a fost agitat o perioadd suplimentard de 2 ore
pana cind reactia a fost completd. Solventul a fost indepértat prin evaporare, si reziduul a fost purificat prin
cromatografie rapida pentru a obtine Val-Cit-PAB-eribulina (ER-001228950) sub forma unui solid de culoare
albé (60 mg, randament 71%). 'H RMN (400 MHz, CDsOD) & ppm 7,56 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,32 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 5,14 (s, 1H), 5,06 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 5,03 (s, 1H), 5,01 (d, / = 12,4 Hz, 1H), 4,87 (s, 1H), 4,83 (s,
1H), 4,71 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,62 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,57 (dd, J = 4,8, 8,8 Hz, 1H), 4,47 (d, / = 10,8 Hz,
1H), 4,32 - 4,27 (m, 2H), 4,18 (dd, J = 4,8, 6,4 Hz, 1H), 4,13 - 4,07 (m, 2H), 3,98 (t, / = 10,4 Hz, 1H), 3,88 -
3,82 (m, 3H), 3,76 - 3,70 (m, 4H), 3,60 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 3,38 (s, 3H), 3,26 - 3,10 (m, 3H), 2,93 (dd, / =
2,0, 11,2 Hz, 1H), 2,91 - 2,84 (m, 1H), 2,75 - 2,64 (m, 2H), 2,44 - 2,29 (m, 5H), 2,21 - 1,97 (m, 8H), 1,93 -
1,83 (m, 3H), 1,79 - 1,72 (m, 5SH), 1,68 - 1,29 (m, 8H), 1,11 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,07 - 1,01 (m, 1H), 1,06 (d,
J=17.2Hz, 3H), 1,02 (d, /=7,2 Hz, 3H), LCMS (M+H) = 1135,7.

In DMF (1 mL) s-a dizolvat Val-Cit-PAB-eribulinid (ER-001228950) (16 mg, 14 pmol). La aceasta
solufie au fost apoi adaugate N,N-diizopropiletilamind (7,2 pL, 41 pmol) si Mal-PEG2-NHS (9,7 mg, 27
pmol) la temperatura camerei, si amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 1 ord. La
finalizarea reactiei, amestecul brut a fost purificat prin HPLC cu faza inversa utilizind o fazd mobila ace-
tonitril-apa confinind acid formic 0,1%. Fractiile colectate au fost concentrate sub vid la temperatura camerei
intr-o baie de apd neincilzitd pentru a rezulta Mal-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001159569) (7,1 mg,
5,2 pmol, randament 38%). 'H RMN (400 MHz, CD;OD) & ppm 7,59 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 6,81 (s, 2H), 5,13 (s, 1H), 5,06 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 5,02 (s, 1H), 5,01 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 4,87 (s,
1H), 4,82 (s, 1H), 4,71 (t, / = 4,0 Hz, 1H), 4,61 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,50 (dd, J =5,2,9,2 Hz, 1H), 4,47 (d, J =
10,8 Hz, 1H), 4,32 - 4,27 (m, 2H), 4,19 (dd, J = 6,8, 11,6 Hz, 1H), 4,13 - 4,07 (m, 2H), 3,98 (t, / = 10,4 Hz,
1H), 3,88 - 3,82 (m, 3H), 3,76 - 3,64 (m, 6H), 3,62 - 3,51 (m, 6H), 3,38 (s, 3H), 3,22 - 3,08 (m, 4H), 2,93 (dd,
J=24,9,6 Hz, 1H), 2,92 - 2,84 (m, 1H), 2,76 - 2,63 (m, 2H), 2,52 (t, / = 6,0 Hz, 2H), 2,44 - 2,29 (m, 5H),
2,21 - 1,97 (m, 8H), 1,93 - 1,83 (m, 3H), 1,80 - 1,66 (m, 5H), 1,66 - 1,28 (m, 10H), 1,11 (d, J = 6,4 Hz, 3H),
1,07 - 1,01 (m, 1H), 0,99 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,97 (d, J = 6,4 Hz, 3H), LCMS (M+H) = 1374,9.

1.2 Preparare de NHS-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulina (ER-001236940)
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Val-Cit-PAB-eribulind  (ER-001228950) (45 mg, 0,04 mmol) si  3,3-(etan-1,2-
diilbis(oxi))dipropanoat de bis(2,5-dioxopirolidin-1-il) (79 mg, 0,198 mmol) au fost amestecate in DMF (1,5
mL), si apoi s-a addugat EtzN (44,2 pl, 0,317 mmol). Amestecul a fost agitat timp de 18 ore pana cind reactia
a fost completd, asa cum a fost determinat prin analiza HPLC. Solventul a fost evaporat si reziduul a fost
purificat prin cromatografie rapida pentru a obtine NHS-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001236940) sub
forma unui solid de culoare albi (38 mg, randament 68%). 'H RMN (400 MHz, CD;OD) & ppm 7,58 (d, J =
8,4 Hz, 2H), 7,33 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,14 (s, 1H), 5,05 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 5,03 (s, 1H), 5,01 (d, /= 12,4
Hz, 1H), 4,87 (s, 1H), 4,83 (s, 1H), 4,71 (t, J= 4,4 Hz, 1H), 4,62 (t, /= 4,4 Hz, 1H), 4,51 (dd, /= 4,8, 8,8 Hz,
1H), 4,50 - 4,47 (m, 1H), 4,32 - 4,27 (m, 2H), 4,21 (dd, J=4,8, 6,4 Hz, 1H), 4,14 - 4,08 (m, 2H), 3,99 (t, J =
10,4 Hz, 1H), 3,88 - 3,82 (m, 3H), 3,78 - 3,70 (m, 4H), 3,62 (s, 2H), 3,62 - 3,58 (m, 1H), 3,50 - 3,46 (m, 2H),
3,39 (s, 4H), 3,36 (s, 3H), 3,22 - 3,08 (m, 3H), 2,93 (dd, J = 2,0, 11,2 Hz, 1H), 2,91 - 2,87 (m, 1H), 2,84 (s,
2H), 2,80 (s, 2H), 2,75 - 2,64 (m, 2H), 2,59 - 2,52 (m, 2H), 2,44 - 2,29 (m, 5H), 2,21 - 1,97 (m, 10H), 1,93 -
1,83 (m, 3H), 1,79 - 1,72 (m, SH), 1,68 - 1,29 (m, 8H), 1,11 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,08 - 0,98 (m, 1H), 1,00 (d,
J=7,2Hz, 3H), 0,98 (d, J=7,2 Hz, 3H), LCMS (M+H) = 1421,0.
1.3 Preparare de NHS-(CHz)s-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001236941)
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In tetrahidrofuran (THF) (100 mL) a fost dizolvat acid heptandioic (1,6 g, 9,99 mmol), si s-a adaugat
apoi 1-hidroxipirolidin-2,5-diond (2,299 g, 19,98 mmol), dupi care a urmat adaugarca de DCC (4,12 g, 19,98
mmol). Amestecul a fost agitat la temperatura camerei timp de 18 ore pinid cind analiza HPLC a indicat
finalizarea reactiei. Solidul a fost indepértat prin filtrare printr-un strat de celite, si a fost spalat cu THF (3 x 2
mL). Filtratul combinat a fost concentrat si purificat prin cromatografie rapidd pentru a rezulta bis(2,5-
dioxopirolidin-1-il) heptandioat (ER-001236140) sub forma unui solid de culoare alba (2,5 g, randament
71%). '"H RMN (400 MHz) & ppm 2,83 (s, 8H), 2,64 (t, J = 7,6 Hz, 4H), 1,80 (dt, J = 7,6 Hz, 4H), 1,59 - 1,51
(m, 2H), LCMS (M+H) = 355,2.

NHS-(CH,)s-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001236941) a fost preparat (8,5 mg, randament 47%) din
VCP-eribulind (ER-001228950) si bis(2,5-dioxopirolidin-1-il) heptandioat (ER-001236140) utilizand aceeasi
procedurd ca aceea descrisi mai sus pentru prepararca de NHS-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-
001236940). '"H RMN (400 MHz, CD;OD) & ppm 7,56 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,30 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,13 (s,
1H), 5,04 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 5,01 (s, 1H), 5,00 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 4,86 (s, 1H), 4,82 (s, 1H), 4,70 (t, J =
4,4 Hz, 1H), 4,60 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,50 (dd, J = 4,8, 8,8 Hz, 1H), 4,46 (d, /= 10,8 Hz, 1H), 4,36 - 4,25 (m,
2H), 4,17 (dd, J = 4,8, 6,4 Hz, 1H), 4,13 - 4,06 (m, 2H), 3,97 (t, / = 10,4 Hz, 1H), 3,87 - 3,80 (m, 3H), 3,74 -
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3,68 (m, 2H), 3,37 (s, 3H), 3,20 - 3,06 (m, 4H), 2,94 (dd, J = 2,0, 11,2 Hz, 1H), 2,90 - 2,82 (m, 1H), 2,82 (s,
4H), 2,74 - 2,65 (m, 2H), 2,61 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 2,46 - 2,26 (m, 7TH), 2,24 - 1,81 (m, 13H), 1,78 - 1,28 (m,
19H), 1,10 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,06 - 0,96 (m, 1H), 0,97 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 0,95 (d, J = 7,2 Hz, 3H), LCMS
(M+H) = 1375, 1.
1.4 Preparare de Mal-(CH:)s-Val-Cit-PAB-eribulini (ER-001235638)
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In DMF (1 mL) a fost dizolvata eribulind (ER-000086526) (10 mg, 0,012 mmol), si s-a amestecat cu
MC-Val-Cit-PAB-PNP (9,02 mg, 0,012 mmol) si bazd Hunig (4,44 pL, 0,025 mmol). Amestecul a fost apoi
agitat la temperatura camerei timp de 12 ore pand cand analiza HPLC a indicat finalizarea reacfiei. Amestecul
de reactie a fost concentrat si purificat prin cromatografie rapidd pentru a rezulta Mal-(CH;)s-Val-Cit-PAB-
cribulind (ER-001235638) sub forma unui solid de culoare albd (11,3 mg, randament 63%). 'H RMN (400
MHz, CDs0D) 6 ppm 7,57 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,79 (s, 2H), 5,13 (s, 1H), 5,05 (d, J
= 12,4 Hz, 1H), 5,02 (s, 1H), 5,00 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 4,87 (s, 1H), 4,83 (s, 1H), 4,71 (t, J = 4,4 Hz, 1H),
4,61 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,56 - 4,46 (m, 3H), 4,35 - 4,27 (m, 2H), 4,20 - 4,07 (m, 4H), 3,98 (t, J = 10,8 Hz,
1H), 3,87 - 3,83 (m, 3H), 3,73 - 3,70 (m, 2H), 3,48 (t, / = 7,6 Hz, 2H), 3,38 (s, 3H), 3,20 - 3,08 (m, 4H), 2,93
(dd, J = 1,6, 9,6 Hz, 1H), 2,89 - 2,85 (m, 1H), 2,69 (dt, J = 11,2, 16,8 Hz, 2H), 2,44 - 2,33 (m, 5H), 2,27 -
1,83 (m, 13H), 1,78 - 1,68 (m, SH), 1,66 - 1,27 (m, 14H), 1,11 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 1,07 - 0,98 (m, 1H), 0,98
(d, J=17,2 Hz, 3H), 0,96 (d, /= 7,2 Hz, 3H), LCMS (M+H) = 1328,9.

1.5 Preparare de Mal-PEGS8-Val-Cit-PAB-eribulini (ER-001242287)



MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

133
OYNHQ
NH
o o,
o 7t H a ¥
i H Y N\,,\H/fo\o AN
YN T TS 0 Q 8 O
P © S
NEt,, DMF
ER-1228950
VCP eribulina

ER-1242287

VCP-eribulind (ER-001228950) (10 mg, 8,808 pmol) si 2,5-dioxopirolidin-1-il 1-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirol-1-il)-3-0x0-7,10,13,16,19,22,25,28-octaoxa-4-azahentriacontan-31-oat (6,07 mg, §,808
umol) au fost amestecate in DMF (1 mL), dupd care a urmat addugarea de EtzN (9,82 pl, 0,07 mmol).
Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 18 ore pand cind analiza HPLC a indicat
finalizarea reactiei. Solventul a fost indepdrtat prin evaporare, si reziduul a fost purificat prin cromatografie
rapida pentru a rezulta Mal-PEGS8-Val-Cit-PAB-eribulini (ER-001242287) sub forma unui solid de culoare
alba (3,0 mg, randament 20%). '"H RMN (400 MHz, CDsOD) & ppm 7,58 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,29 (d, /= 8.4
Hz, 2H), 6,80 (s, 2H), 5,12 (s, 1H), 5,04 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 5,01 (s, 1H), 4,99 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 4,85 (s,
1H), 4,80 (s, 1H), 4,69 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,59 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,50 - 4,42 (m, 2H), 4,32 - 4,24 (m, 2H),
4,20 - 4,14 (m, 2H), 4,12 - 4,04 (m, 3H), 3,96 (t, J = 10,4 Hz, 1H), 3,86 - 3,80 (m, 3H), 3,76 - 3,57 (m, 4H),
3,48 (t, /= 6,0 Hz, 1H), 3,36 (s, 3H), 3,20 - 3,08 (m, 3H), 2,91 (dd, /=2,0, 11,2 Hz, 1H), 2,90 - 2,82 (m, 1H),
2,74 - 2,60 (m, 2H), 2,44 - 2,29 (m, 5H), 2,21 - 1,97 (m, 10H), 1,93 - 1,83 (m, 3H), 1,79 - 1,20 (m, 19H), 1,09
(d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,04 - 0,98 (m, 1H), 0,99 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 0,97 (d, J = 7,2 Hz, 3H), LCMS (M+H) =
1711,6.

1.6 Preparare de NHS-PEG9-Val-Cit-PAB-eribulina (ER-001242288)
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NHS-PEG9-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001242288) s-a preparat (13 mg, randament 85%) din VCP-
eribulind (ER-001228950) si BisNHS-PEGY utilizand aceeasi procedurd ca aceca descrisd mai sus pentru
prepararea de NHS-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulini (ER-001236940). 'H RMN (400 MHz, CD;0D) & ppm 7,61
(d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,32 (d, /= 8,4 Hz, 2H), 5,16 (s, 1H), 5,06 (d, /= 12,4 Hz, 1H), 5,01 (s, 1H), 5,00 (d, J =
12,4 Hz, 1H), 4,87 (s, 1H), 4,82 (s, 1H), 4,71 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,61 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,52 - 4,45 (m, 2H),
4,34 - 4,26 (m, 2H), 4,20 - 4,19 (m, 1H), 4,14 - 4,06 (m, 2H), 3,98 (t, / = 10,4 Hz, 1H), 3,88 - 3,80 (m, 3H),
3,76 - 3,70 (m, 4H), 3,66 - 3,58 (m, 37H), 3,38 (s, 3H), 3,24 - 3,10 (m, 3H), 2,93 (dd, J = 2,0, 11,2 Hz, 1H),
2,91 - 2,84 (m, 1H), 2,84 (s, 4H), 2,76 - 2,64 (m, 2H), 2,58 - 2,50 (m, 4H), 2,46 - 2,28 (m, 5SH), 2,22 - 1,96
(m, 8H), 1,91 - 1,82 (m, 3H), 1,79 - 1,68 (m, 5SH), 1,64 - 1,24 (m, 8H), 1,11 (d, /= 6,8 Hz, 3H), 1,08 - 0,96

(m, 1H), 0,99 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 0,97 (d, J = 7,2 Hz, 3H), LCMS (M+H) = 1729,7.
1.7 Preparare de NHS-PEG3-triazol-PEG3-Val-Cit-PAB-eribulini (ER-001243700)
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In DMF (2,5 mL) s-a dizolvat VCP-eribulind (ER-001228950) (25 mg, 0,022 mmol), si apoi s-a
amestecat cu EtsN (24,55 pl, 0,176 mmol) si Azida-PEG3-NHS (8,34 mg, 0,024 mmol). Amestecul a fost
agitat la temperatura camerei timp de 18 ore pana cind analiza HPLC a indicat finalizarea reactiei. Amestecul
a fost concentrat sub vid, si reziduul a fost purificat prin prep-HPLC (MeCN si apd cu acid formic 0,1%).
Fractiile care confin azida-PEG3-Val-Cit-PAB-eribulind au fost extrase cu diclormetan (CH>Cl») (3 x 20 mL),
si CH,Cl, a fost evaporat pentru a obtine azidd-PEG3-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001243116) sub forma
unui solid de culoare albi (18,9 mg, randament 63%). 'H RMN (400 MHz, CD;OD) & ppm 7,58 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 7,30 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,14 (s, 1H), 5,04 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 5,03 (s, 1H), 5,01 (d, J = 12,4 Hz,
1H), 4,85 (s, 1H), 4,81 (s, 1H), 4,70 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,61 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,52 - 4,48 (m, 2H), 4,31 -
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4,25 (m, 2H), 4,20 - 4,15 (m, 1H), 4,13 - 4,07 (m, 2H), 3,99 (t, /= 10,4 Hz, 1H), 3,84 - 3,79 (m, 3H), 3,77 -
3,65 (m, 4H), 3,64 - 3,56 (m, 13H), 3,38 (s, 3H), 3,20 - 3,05 (m, 3H), 2,95 - 2,80 (m, 2H), 2,75 - 2,60 (m,
2H), 2,55 - 2,50 (m, 2H), 2,43 - 2,25 (m, 5H), 2,21 - 1,97 (m, 8H), 1,93 - 1,83 (m, 3H), 1,79 - 1,72 (m, 5H),
1,68 - 1,29 (m, 10H), 1,08 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,05 - 0,95 (m, 1H), 0,98 (d, /= 7,2 Hz, 3H), 0,95 (d, J=7,2
Hz, 3H), LCMS (M+H) = 1365,1.

Azida-PEG3-VCP-eribulind (ER-001243116) (9,6 mg, 7,035 pmol) si 3-(2-(2-(prop-2-in-1-
iloxi)etoxi)etoxi)propanoat de 2,5-dioxopirolidin-1-il (6,61 mg, 0,021 mmol) au fost amestecate in apa (0,6
mL) si t-Butanol (1,8 mL). Amestecul a fost barbotat cu N> timp de 45 de min. La amestec s-a addugat iodura
de cupru pe amberlyst-21 (1,23 mmol/g, 10 mg) si prin amestec a fost barbotat N, timp de alte 30 de min.
Amestecul de reactic a fost apoi agitat la temperatura camerei timp de 72 de ore pand la consumul complet al
materiei prime. Prin analiza LCMS nu s-a observat niciun produs ester NHS dorit, doar acidul carboxilic
hidrolizat. Amestecul a fost filtrat printr-un strat scurt de celite pentru a indepéarta ragina Cul. Filtratul a fost
concentrat in vid, iar reziduul rezultat a fost purificat prin cromatografie in strat subfire preparativd (prep-
TLC) (20% MeOH/CH>Cl») pentru a obtine acid-PEG3-triazol-PEG3-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-
001243701) sub forma unui solid de culoare alba (3,7 mg, randament 33%). LCMS (ES) (M+H) = 1581,2.

Acid-PEG3-triazol-PEG3-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001243701) (3,0 mg, 1,898 pmol) a fost
dizolvat in DMF (200 pL) si s-a adaugat 1-hidroxipirolidin-2,5-diond (0,437 mg, 3,796 pumol), dupd care a
urmat adaugarea de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimidd (EDC) (0,728 mg, 3,796 umol). Reactia a
fost aproximativ 50% completd dupa agitare la temperatura camerei timp de 18 ore. S-a addugat EDC (1,46
mg, 7.8 umol), si amestecul a fost agitat timp de inca 18 ore pand cind analiza HPLC a indicat o conversie >
95% la NHS-PEG3-triazol-PEG3-Val-Cit-PAB-eribulind. Amestecul a fost concentrat in vid, si reziduul a
fost purificat prin prep-TLC (15% MeOH/CH:Cl,) pentru a rezulta NHS-PEG3-triazol-PEG3-Val-Cit-PAB-
cribulind (ER-001243700) sub forma unui solid de culoare albi (2,2 mg, randament 69%). 'H RMN (400
MHz, CDs;0D) & ppm 8,00 (s, 1H), 7,59 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,31 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,13 (s, 1H), 5,04 (d, J
= 12,4 Hz, 1H), 5,02 (s, 1H), 5,00 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 4,87 (s, 1H), 4,83 (s, 1H), 4,71 (t, J = 4,0 Hz, 1H),
4,63 (s, 2H), 4,61 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,57 - 4,55 (m, 2H), 4,51 - 4,45 (m, 1H), 4,32 - 4,28 (m, 2H), 4,21 -
4,17 (m, 2H), 4,13 - 4,10 (m, 2H), 3,98 (t, J = 10,8 Hz, 1H), 3,88 - 3,80 (m, 5SH), 3,75 - 3,70 (m, 4H), 3,68 -
3,55 (m, 18H), 3,45 - 3,40 (m, 2H), 3,38 (s, 3H), 3,20 - 3,08 (m, 4H), 2,93 - 2,80 (m, 2H), 2,75 - 2,50 (m,
2H), 2,68 (s, 4H), 2,48 - 2,30 (m, 7H), 2,28 - 1,92 (m, 10H), 1,90 - 1,68 (m, 8H), 1,65 - 1,27 (m, 8H), 1,11 (d,
J = 6,8 Hz, 3H), 1,05 - 0,95 (m, 1H), 0,99 (d, J = 7,2 Hz, 3H), 0,97 (d, J = 6,8 Hz, 3H), LCMS (M+H) =
1678,3.

1.8 Preparare de Mal-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-eribulind (ER-001231679) si Mal-PEG2-(Ala-Ala-Asn-
PAB)2-eribulina (ER-001231690)
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In DMF (0,5 mL) a fost dizolvata eribulini (ER-000086526) (10 mg, 0,014 mmol), si s-a amestecat
cu bazd Hunig (3,59 pL, 0,021 mmol). A fost apoi adaugat ((S)-1-(((S)-1-(((S)-4-amino-1-((4-((((4-
nitrofenoxi)carbonilyoxi)metil)fenil Jamino)-1,4-dioxobutan-2-il Jamino)-1-oxopropan-2-il)amino)-1-
oxopropan-2-il)carbamat de (9H-fluoren-9-il)metil (15,76 mg, 0,021 mmol), si solutia rezultatd de culoare
galbend a fost agitatd la temperatura camerei timp de 3 zile pand cind analiza HPLC a indicat consumul
complet al materiei prime. La amestecul de reactie s-a adiugat dietilamina (14,23 pL, 0,137 mmol), amestec
care a fost apoi agitat la temperatura camerei o perioadd suplimentard de 2 ore pand cand a existat scindare
100% a protectiei Fmoc. Amestecul de reactic a fost concentrat pentru a indepérta dietilamina, i reziduul a
fost re-dizolvat in DMF (1,5 mL). S-a adiugat Et;N (0,015 mL, 0,11 mmol) la temperatura camerei, dupd care
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a urmat adiugareca de 3-(2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)etoxi)etoxi)propanoat de 2,5-
dioxopirolidin-1-il (9,71 mg, 0,027 mmol). Amestecul de reactic a fost agitat la temperatura camerei timp de
16 ore pand cand reactia a fost completa, asa cum a fost determinat prin analiza LCMS. Amestecul a fost
concentrat sub vid inalt, gi purificat prin cromatografie rapidd pentru a obtine Mal-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-
eribulind (ER-001231679) (9,2 mg, randament 49%) si Mal-PEG2-(Ala-Ala-Asn-PAB)2-eribulind (ER-
001231690) (6,0 mg, randament 18%) sub forma de uleiuri incolore.

Mal-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-eribulinida (ER-001231679): 'H RMN (400 MHz) & ppm 9,23 (s, 1H),
8,00(d, J=7,6 Hz, 1H), 7,61 (d, J= 8,4 Hz, 2H), 7,38 (d, /= 6,8 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,13 (d, J
= 7,2 Hz, 1H), 6,68 (s, 2H), 6,30 (s 1, 1H), 6,04 - 6,00 (m, 1H), 5,77 (s 1, 1H), 5,42 (s 1, 1H), 5,07 (s, 1H), 5,06
- 4,98 (m, 2H), 4,93 (s, 1H), 4,88 (s, 1H), 4,90 - 4,82 (m, 1H), 4,80 (s, 1H), 4,69 (t, J =4,0 Hz, 1H), 4,60 (t, J
=4,0 Hz, 1H), 4,49 - 442 (m, 1H), 4,38 - 4,25 (m, 4H), 4,19 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 4,15 - 4,08 (m, 1H), 4,03 (t,
J =48 Hz, 1H), 3,97 - 3,85 (m, 3H), 3,83 - 3,50 (m, 12H), 3,41 (s, 3H), 3,50 - 3,10 (m, 3H), 3,02 - 2,64 (m,
6H), 2,52 - 2,30 (m, 7H), 2,30 - 1,65 (m, 14H), 1,65 - 1,20 (m, 12H), 1,10 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,13 - 1,05 (m,
1H), LCMS (M+Na) = 1396,6.

Mal-PEG2-(Ala-Ala-Asn-PAB)2-eribulindd (ER-001231690): 'H RMN (400 MHz, CDs0OD) & ppm
7,65 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,60 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,23 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,79 (s,
2H), 5,13 (s, 1H), 5,02 (s, 1H), 5,06 - 4,98 (m, 4H), 4,87 (s, 1H), 4,82 (s, 1H), 4,85 - 4,72 (m, 2H), 4,71 (t, J =
4,8 Hz, 1H), 4,61 (t, J=4,4 Hz, 1H), 447 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 4,30 - 4,06 (m, 9H), 3,97 (t, J = 4,8 Hz, 1H),
3,89 - 3,80 (m, 3H), 3,75 - 3,48 (m, 12H), 3,38 (s, 3H), 3,17 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 2,94 - 2,62 (m, 8H), 2,50 -
2,28 (m, 7H), 2,22 - 1,65 (m, 14H), 1,58 - 1,30 (m, 18H), 1,10 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,06 - 0,97 (m, 1H),
LCMS (M+Na) = 1802,8.
1.9 Preparare de NHS-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-eribulina (ER-001231691)
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Ala-Ala-Asn-PAB-eribulind (ER-001231678) s-a preparat (15 mg, randament cantitativ) din
eribulind (ER-000086526) si Fmoc-Ala-Ala-Asn-PAB-PNP utilizand aceeasi procedurd ca aceea descrisd mai
sus pentru prepararea de Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001228950). LCMS (M+H)=1135,5.

NHS-PEG2-Ala-Ala-Asn-PAB-eribulind (ER-001231691) s-a preparat (12,4 mg, randament 64%)
din Ala-Ala-Asn-PAB-eribulind (ER-001231678) si BisNHS-PEG2 utilizand aceeasi procedurd ca aceea
descrisd mai sus pentru prepararca de NHS-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001236940). 'H RMN (400
MHz) 6 ppm 9,21 (s, 1H), 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,58 - 7,52 (m, 1H), 7,28 (s 1,
1H), 7,24 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,10 (s 1, 1H), 6,29 (d, J = 12,4 Hz, 1H), 5,83 (s I, 1H), 5,38 (s 1, 1H), 5,07 (s,
1H), 5,05 - 4,95 (m, 2H), 4,93 (s, 1H), 4,88 (s, 1H), 4,90 - 4,83 (m, 1H), 4,81 (s, 1H), 4,69 (t, / = 4,4 Hz, 1H),
4,60 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,46 - 4,41 (m, 1H), 4,36 - 4,25 (m, 4H), 4,19 (dd, J = 4,8, 6,0 Hz, 1H), 4,15 - 4,09
(m, 1H), 4,03 (dd, J = 4.8, 6,0 Hz, 1H), 3,99 - 3,89 (m, 3H), 3,85 - 3,50 (m, 10H), 3,41 (s, 3H), 3,40 - 3,10
(m, 3H), 3,01 - 2,60 (m, 10H), 2,60 - 2,35 (m, 7H), 2,35 - 1,65 (m, 14H), 1,65 - 1,20 (m, 14H), 1,10 (d, J =
6,8 Hz, 3H), 1,15 - 1,03 (m, 1H), LCMS (ES) (M+H) = 1442.7.

1.10 Preparare de azida-PEG3-disulfura-PAB-eribulini (ER-001237508)
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Acid 4-(((tert-butildimetilsilil Joxi)metil)benzoic (1,0 g, 3,754 mmol) a fost dizolvat in diclormetan
(DCM) (25 mL) racit 1a 0°C. S-a addugat apoi trietilamind (0,549 mL, 3,941 mmol), urmata de fosforazidat de
difenil (1,085 mg, 3,941 mmol). Amestecul de reactiec a fost incalzit lent 1a temperatura camerei si agitat timp
de 14 ore. Amestecul brut a fost diluat cu acetat de etil (EtOAc)/Hep (1:1, 100 mL), si a fost trecut printr-un
dop scurt de silice eludnd cu EtOAc/Hep (50%). Solventul a fost indepartat sub vid pentru a rezulta 1,10 g de
azida de 4-(((tertbutildimetilsililyoxi)metil )benzoil (ER-001131970). 'H RMN (400 MHz) & ppm 7,98 (d, 2 H,
J=28,0Hz), 7,40 (d, 2 H, /= 8,0 Hz), 4,79 (s, 2 H), 0,94 (s, 9 H), 0,10 (s, 6 H).
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Azida de 4-(((tert-butildimetilsilil)oxi)metil)benzoil (ER-001131970) (1,1 g, 3,775 mmol), dizolvata
in toluen (20 mL), a fost incalzitd la 110°C timp de 3 ore. Cu toate ca produsul nu a ardtat ca o singurd paté,
analiza prin cromatografie in strat subtire (TLC) a indicat cd materia primi a fost consumata. Amestecul de
reactic a fost apoi racit la temperatura camerei, si transferat intr-un flacon sigilat sub azot gi depozitat sub
formad de solutie in toluen (1 mL = 32,6 mg) la -20°C.

S-a adiugat ftrietilamind (0,099 mL, 0,709 mmol) la o solutie de tert-butil((4-izo-
cianatobenzil)oxi)dimetilsilan (165 mg, 0,626 mmol) in toluen (5 mL), urmatd de alcool (90,0 mg, 0,591
mmol), si amestecul de reactie a fost agitat timp de 6 ore la 36°C. Progresul reactiei a fost monitorizat prin
UPLC/MS. S-a adaugat apoi o solutie saturatd de hidrogen carbonat de sodiu (NaHCOs) (10 mL), s-a extras
cu EtOAc/Hep (1:1, 60 mL), s-a spalat cu solutie salind, s-a uscat pe sulfat de sodiu, si s-a concentrat. Mate-
rialul brut a fost purificat prin cromatografie rapida (EtOAc/Hep 10% pani la 40%) pentru a obfine 215 mg de
2-metil-2-(metildisulfanil )propil (4-(((tertbutildimetilsilil )oxi) metil)fenil)carbamat (ER-001131973). 'H RMN
(400 MHz) 6 ppm 7,34 (d, 2 H, /= §,4 Hz), 7,26 (d, 2 H, J = 7,6 Hz), 6,63 (s 1, 1 H), 4,69 (s, 2 H), 4,17 (s, 2
H), 2,42 (s, 3 H), 1,35 (s, 6 H), 0,93 (s, 9 H), 0,08 (s, 6 H).

2-metil-2-(metildisulfanil)propil (4-(((tertbutildimetilsilil)oxi)metil)fenil)carbamat (ER-001131973)
(198 mg, 0,476 mmol) si 4-metilbenzenesulfonat de 2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil (325 mg, 0,87
mmol) s-au dizolvat in DMF (6,6 mL). S-a adiugat apoi carbonat de cesiu (621 mg, 1,905 mmol), urmat de
iodurd de tetrabutilamoniu (45 mg, 0,122 mmol), si amestecul de reactie a fost agitat timp de 15 ore la 36°C.
Progresul reactiei a fost monitorizat prin UPLC/MS. S-a adaugat apoi o solutie saturatd de NH4C1 (30 mL), s-
a extras cu EtOAc/Hep (2:1, 150 mL), s-a spélat cu solufie salind (10 mL), s-a uscat pe sulfat de sodiu, si s-a
concentrat sub vid. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie rapidi (EtOAc/Hep 20% péna la 50%)
pentru a obfine 248 mg de (2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil )(4-
(((tertbutildimetilsilil yoxi)metil )fenil )carbamat de 2-metil-2-(metildisulfanil)propil (ER-001140141). 'H RMN
(400 MHz) 6 ppm 7,28 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,20 (d, 2 H, J = 8,0 Hz), 4,73 (s, 2 H), 4,06 (s 1, 2 H), 3,83 (dd,
2H,J=64,5,6Hz), 3,68 -3,56 (m, 12 H), 3,37 (dd, 2 H, J = 5,6, 5,2 Hz), 2,33 (s, 3 H), 1,14 (s 1, 6 H), 0,93
(s, 9 H), 0,09 (s, 6 H).

(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi yetoxi yetil }(4-(((tertbutildimetilsilil yoxi)metil Yfenil )carbamat de 2-metil-
2-(metildisulfanil)propil (ER-001140141) (81 mg, 0,131 mmol) a fost dizolvat intr-un amestec de metanol (5
mL) si apa (0,5 mL). La amestecul de reactie s-a addugat apoi acid acetic (0,5 mL, 8,734 mmol), si s-a agitat
timp de 14 ore la 38°C. Amestecul de reactie a fost racit la temperatura camerei, si solventul a fost indepartat
sub vid. Reziduul a fost diluat cu EtOAc (30 mL), spélat cu apd (2 X 5 mL), NaHCOs, si solutie salind (3
mL), uscat pe sulfat de sodiu, si concentrat sub vid. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie rapida
(EtOAc/Hep 30% péand la 90%) pentru a obfine 61,0 mg de (2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi) etil)(4-
(hidroximetil)fenil)carbamat de 2-metil-2-(metildisulfanil)propil (ER-001140549). 'H RMN (400 MHz) &
ppm 7,34 (d, 2 H, /= 8,8 Hz), 7,26 (d, 2 H, /= 8,0 Hz), 4,69 (d, 2 H, J = 4,4 Hz), 4,06 (s 1, 2 H), 3,84 (dd, 2
H, J=6,2, 6,2 Hz), 3,66 - 3,56 (m, 12 H), 3,37 (dd, 2 H, J = 5,2, 5,2 Hz), 2,33 (s, 3 H), 1,74 (s 1, 1 H), 1,14 (s
1, 6 H).

(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi Yetil }(4-(hidroximetil)fenil )carbamat de 2-metil-2-
(metildisulfanil)propil (ER-001140549) (60 mg, 0,119 mmol) a fost dizolvat in DCM (2 mL) si Py (0,019 mL,
0,239 mmol) ricit la 0°C. S-au addugat apoi carbonocloridat de 4-nitrofenil (38,5 mg, 0,191 mmol) in DCM
(2 mL) si dimetilaminopiridind (DMAP) (2,9 mg, 0,024 mmol), si amestecul de reactie a fost agitat timp de
30 min la 0°C. Amestecul de reactic a fost incilzit lent la temperatura camerei, si agitat pAnd cind a fost
consumata materia primi (aproximativ 2,5 ore). Solventul a fost apoi indepartat sub vid, si reziduul a fost
purificat prin cromatografie rapidd (EtOAc/Hep 10% pand la 35%) pentru a obfine 78 mg de (2-(2-(2-(2-
azidoetoxi)etoxi)etoxi) etil)(4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)ymetil) fenil)carbamat  de 2-metil-2-
(metildisulfanil)propil (ER-001140550). 'H RMN (400 MHz) & ppm 8,27 (dd, 2 H, J = 6,8, 2,4 Hz), 7,41 (d,
2H,J=8,8Hz), 7,37 (dd, 2 H, /J=7,2, 2,4 Hz), 7,33(d, 2 H, J = 8,8 Hz), 5,27 (s, 2 H), 4,08 (s I, 2 H), 3,85
(dd,2 H, J=5.,8,5,8 Hz), 3,66 - 3,57 (m, 12 H), 3,36 (dd, 2 H, J=5,2,5,2Hz),2,33 (s, 3 H), 1,19 (s |, 6 H).

(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi yetoxi yetil }(4-((((4-nitrofenoxi)carbonil yoxiymetil }fenil) carbamat de 2-
metil-2-(metildisulfanil)propil (ER-001140550) (30 mg, 0,045 mmol) in DCM (3 mL, 46,625 mmol) a fost
plasat intr-un balon de 25 ml sub azot, si a fost ricit la 0°C. S-au adiugat amina (40,8 mg, 0,049 mmol) in
DCM (2 mL) si bazi Hunig (0,024 mL, 0,135 mmol), urmate de DMAP (1,4 mg, 0,011 mmol). Amestecul de
reactic a fost apoi incélzit lent la temperatura cametei, agitat timp de 3 ore, concentrat sub vid, si purificat
prin cromatografie rapida (EtOAc/Hep 50% péni la 100%, urmat de MecOH/EtOAc 3% péna 1a 8%) pentru a
obtine 45,0 mg de azida-PEG3-disulfurd-PAB-cribulini purd (ER-001237508). 'H RMN (400 MHz) & ppm
7,32(d,2H, J=8,0Hz),7,25(d, 2 H, J=7,2Hz), 5,28 (dd, 1 H, J= 5,6, 5,6 Hz), 5,11 - 5,04 (m, 3 H), 4,93
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(s, 1 H), 4,88 (s, 1 H), 4,81 (s, 1 H), 4,69 (dd, 1 H, J=4,4,4,4 Hz), 4,60 (dd, 1 H, J=4,2, 4,2 Hz), 4,36 (s1, 1
H), 4,33(dd, 1 H, J=4,0,2,0),4,29 (ddd, 1 H, /= 9,6, 4,4, 4,4 Hz), 4,18 (dd, 1 H, J= 6,4, 4,4 Hz), 4,14 - 4,04
(m, 3 H), 4,03 (dd, 1 H, J = 6,4, 4,4 Hz), 3,97 - 3,89 (m, 3 H), 3,84 - 3,78 (m, 3 H), 3,67 - 3,56 (m, 14 H),
3,42 (s, 3 H), 3,40 - 3,35 (m, 1 H), 3,37 (dd, 2 H, J=5,2, 5,2 Hz), 3,27 (d, 1 H, J=3,2 Hz), 3,20 (ddd, 1 H, J
= 12,8, 6,0, 6,0 Hz), 2,91 - 2,83 (m, 2 H), 2,70 (dd, 1 H, J = 16,0, 10,0 Hz), 2,52 - 2,40 (m, 3 H), 2,35 - 2,13
(m, 9 H), 2,10 - 2,06 (m, 1 H), 2,01 - 1,89 (m, 4 H), 1,78 - 1,64 (m, 4 H), 1,60 - 1,52 (m, 4 H), 1,49 - 1,28 (m,
SH), 1,22 - 1,07 (m, 6 H), 1,09 (d, 3H, J = 6,0 Hz).

1.11 Preparare de Mal-PEG4-triazol-PEG3-disulfuri-PAB-eribulina (ER-001237504)
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Un amestec de azidd (9,0 mg, 7,151 pmol) si 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)-N-(3,6,9,12-
tetraoxapentadec-14-in-1-il)propanamida (6,8 mg, 0,018 mmol) in tert-butanol (1,5 mL) si apa (0,5 mL) a fost
degazat timp de 45 min. S-a addugat apoi iodurd de cupru pe amberlyst-21 (1,23 mmol/g, 10 mg), si s-a
degazat o perioada suplimentard de 30 min. Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura cametrei timp de
18 ore, si monitorizat prin UPLC/MS. Majoritatea materiei prime a fost consumatd, iar produsul dorit s-a
ardtat ca un varf major. Amestecul a fost apoi separat de ragind, si a fost purificat prin HPLC (acetonitril/apa
cu acid formic 0,05%) pentru a obfine 1,5 mg de Mal-PEG4-triazol-PEG3-disulfurd-PAB-eribulini (ER-
001237504). '"H RMN (400 MHz) & ppm 7,74 (s, 1 H), 7,32 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 7,27 - 7,25 (m, 2 H), 6,69 (s
1,2H), 543 (dd, 1 H, J=5,6, 5,6 Hz), 5,14 - 5,06 (m, 3 H), 4,95 (s, 1 H), 4,89 (s, 1 H), 4,82 (s, 1 H), 4,70
(dd, 1 H, J=4,4, 4,4 Hz), 4,66 (s, 2 H), 4,62 (dd, 1 H, J=4,4, 44 Hz), 4,52(dd, 1 H, J=5,2, 5,2 Hz), 4,38 -
4,31 (m, 2 H), 4,30 (ddd, 1 H, /= 10,4, 4,0, 4,0 Hz), 4,20 (dd, 1 H, /= 6,4, 4,4 Hz), 4,16 - 4,05 (m, 3 H), 4,04
(dd, 1 H, /=64, 4,4 Hz), 3,99 - 3,91 (m, 3 H), 3,87 - 3,80 (m, 6 H), 3,70 - 3,59 (m, 22 H), 3,53 (dd, 2 H, J =
5,2,5,2 Hz), 3,44 (s, 3H), 343 - 3,36 (m, 3 H), 3,29 (d, 1 H, /=2,8 Hz), 3,18 (ddd, 1 H, /=129, 6,2, 6,2
Hz), 2,92 - 2,84 (m, 2 H), 2,72 (dd, 1 H, J = 16,0, 10,0 Hz), 2,54 - 2,42 (m, 5 H), 2,37 - 1,90 (m, 19 H), 178 -
1,52 (m, 3 H), 1,50 - 1,14 (m, 16 H), 1,10 (d, 3 H, J = 6,0 Hz), LCMS (M+H) = 1642, 1.

1.12 Preparare de NHS-PEG3-triazol-PEG3-disulfura-PAB-eribulini (ER-001244129)
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Un amestec de azidd (9 mg, 7,151 pmol) si 3-(2-(2-(prop-2-in-1-iloxi)etoxi)etoxi) propanoat de 2,5-
dioxopirolidin-1-il (4,5 mg, 14,30 pmol) in tert-butanol (1 mL) si apd (0,5 mL) a fost degazat timp de 45 min.
S-a adaugat apoi iodurd de cupru pe amberlyst-21 (1,23 mmol/g, 10 mg, 7,151 pmol), si s-a degazat o
perioada suplimentara de 30 min. Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 18 ore, si
monitorizat prin UPLC/MS. Majoritatea materiei prime a fost consumati, iar produsul dorit s-a aratat ca un
varf major. Amestecul a fost apoi separat de rasind prin filtrare, a fost extras cu DCM (15 mL), spélat cu
solufie salind (3 X 3 mL), uscat pe sulfat de sodiu, si concentrat sub vid. Reziduul (5 mg, 3,39 pmol) a fost
azeotropat cu toluen, dizolvat in THF (1 mL), si racit la 0°C. S-a adaugat DCC (4,2 mg, 0,02 mmol), urmat de
1-hidroxipirolidin-2,5-diona (2,2 mg, 0,019 mmol), si amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei
timp de 18 ore. Majoritatea materiei prime a fost consumatd, iar produsul dorit s-a aratat ca un varf major, asa
cum a fost determinat prin UPLC/MS. Amestecul de reactie a fost apoi concentrat si purificat prin TLC
preparativd (DCM/i-propanol, 8%) pentru a rezulta 2,5 mg de NHS-PEG3-triazol-PEG3-disulfurd-PAB-
cribulind (ER-001244129) sub forma unui ulei incolor. 'H RMN (400 MHz, CD>Cl») & ppm 7,72 (s, 1 H),
7,32(d,2H,J=8,8Hz), 7,25 (d, 2 H, J = 8,8 Hz), 5,08 - 5,04 (m, 3 H), 4,93 (s, 1 H), 4,85 (s, L H), 4,78 (s, 1
H), 4,64 (dd, 1 H, J = 4,4, 4,4 Hz), 4,58 (s, 2 H), 4,55 (dd, 1 H, J = 4,4, 4,4 Hz), 4,48 (dd, 2 H, /=50, 5,0
Hz), 4,32 (d, 1 H, J=6,6 Hz), 4,27 - 422 (m, 2 H), 4,14 (dd, 1 H, J = 6,6, 4,8 Hz), 4,10 - 4,01 (m, 3 H), 4,00
(dd, 1 H, /= 6,8, 4,4 Hz), 3,92 - 3,78 (m, 9 H), 3,65 - 3,53 (m, 19 H), 3,44 - 3,39 (m, 4 H), 3,37 (s, 3 H), 3,26
(d, 1 H,/=3,2Hz), 3,13 (ddd, 1 H, J =124, 6,0, 6,0 Hz), 2,91 - 2,73 (m, 11 H), 2,70 - 2,64 (m, 2 H), 2,54 -
2,41 (m, 3 H), 2,38 - 1,80 (m, 16 H), 1,74 - 1,52 (m, 3 H), 1,41 - 1,13 (m, 10 H), 1,07 (d, 3 H, J = 6,4 Hz),
LCMS (M+H) = 1572,3.

1.13 Preparare de azidi-PEG3-sulfonamida-PAB-eribulini (ER-001138856)
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4-(((tert-butildimetilsilil)oxiymetil)anilini (315 mg, 1,327 mmol) a fost dizolvatd in DCM (10 mL)
racit la 0°C. S-a adaugat apoi piridind (0,268 mL, 3,317 mmol), urmatd de clorurd de 5-cianopiridina-2-
sulfonil (365 mg, 1,801 mmol) in DCM (10 mL) pe parcursul a 15 min. Amestecul de reactie a fost incalzit
lent la temperatura camerei pe parcursul a 1 ord, si a fost agitat timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost
diluat cu EtOAc (50 mL), a fost spélat cu solutie salind, uscat pe sulfat de sodiu, si concentrat sub vid pentru a
obtine 610 mg (103%) de N-(4-(((tert-butildimetilsilil)oxiymetil)fenil)-5-cianopiridini-2-sulfonamidi (ER-
001137670). Produsul brut era destul de pur, desi colorat. 'H RMN (400 MHz) & ppm 8,94 (dd, 1 H, J = 1,8,
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0,6 Hz), 8,10 (dd, 1 H, J = 8,4, 2,0 Hz), 7,99 (dd, 1 H, /= 8,0, 0,8 Hz), 7,18 (d,2 H, /= 8,2 Hz), 7,15 (s |, 1
H), 7,11 (dd, 2 H, J = 6,8, 0,8 Hz), 4,64 (s, 2 H), 0,90 (s, 9 H), 0,05 (s, 6 H).

N-(4-(((tert-butildimetilsilil Joxi)metil}fenil }-5-cianopiridina-2-sulfonamidid (ER-001137670) (105,0
mg, 0,26 mmol) si 4-metilbenzenesulfonat de 2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxijetil (143 mg, 0,383 mmol) au
fost dizolvate in DMF (4 mL). S-a adaugat apoi carbonat de potasiu (K2COs) (144 mg, 1,041 mmol), urmat de
iodurd de tetrabutilamoniu (19,2 mg, 0,052 mmol), si amestecul de reactie a fost agitat timp de 36 de ore la
50°C. Progresul reactiei a fost monitorizat prin UPLC/MS. S-a adaugat o solutie saturatd de NH4C1 (10 mL),
s-a extras cu EtOAc/Hep (2:1, 30 mL), s-a spalat cu solufie salini, s-a uscat pe sulfat de sodiu, si s-a
concentrat. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie rapidd (EtOAc/Hep 25% pana la 80%) pentru a
obtine 1180 mg de N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-N-(4-(((tert-butildimetilsililyoxi)metil )fenil)-5-
cianopiridind-2-sulfonamidi (ER-001138452) (75%). '"H RMN (400 MHz) & ppm 8,99 (dd, 1 H, /= 1,8, 0,6
Hz), 8,08 (dd, 1 H, J=8,2,2,2 Hz), 7,86 (dd, 1 H, /= 8,0, 0,8 Hz), 7,24 (d, 2 H, /J=10Hz), 7,09 (d, 2 H, J =
8,8 Hz), 4,69 (s, 2 H), 4,06 (dd, 2 H, J = 6,0, 6,0 Hz), 3,67 (dd, 2 H, J = 5,2, 5,2 Hz), 3,65 - 3,62 (m, 4 H),
3,58 (dd, 2 H, J =6,2, 6,2 Hz), 3,56 - 3,53 (m, 4 H), 3,38 (dd, 2 H, J = 5,2, 5,2 Hz), 0,93 (s, 9 H), 0,08 (s, 6
H).

N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil )-N-(4-(((tertbutildimetilsilil )oxi)metil fenil )-5-
cianopiridina-2-sulfonamida (ER-001138452) (150 mg, 0,248 mmol) a fost dizolvata in metanol (6 mL). S-a
adaugat apoi apa (0,60 mL), urmati de acid acetic (AcOH) (0,60 mL, 10,481 mmol). Amestecul de reactie a
fost incalzit lent la 38°C, si agitat timp de 14 ore. Majoritatea solventului a fost indepértatd sub vid. Reziduul
a fost diluat cu EtOAc (30 mL), spdlat cu apa (2 X 5 mL), NaHCOs, si solutie salind, uscat pe sulfat de sodiu,
si concentrat sub vid. Materialul brut a fost purificat prin cromatografie rapidd (EtOAc/Hep 35% péana la
90%) pentru a obfine 1050 mg de N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-5-ciano-N-(4-
(hidroximetil)fenil)piridind-2-sulfonamida (ER-001138455) (84%). 'H RMN (400 MHz) & ppm 8,99 (d, 1 H,
J=12Hz),8,09(dd, 1 H, J=84,2,0Hz), 7,88 (dd, 1 H, /=84, 0,8 Hz), 7,30 (d, 2 H, /= 8,8 Hz), 7,15 (d,
2 H, /=84 Hz), 4,67 (3,2 H), 4,06 (dd, 2 H, J = 6,2, 6,2 Hz), 3,66 (dd, 2 H, J = 5,0, 5,0 Hz), 3,65 - 3,58 (m,
6 H), 3,55 - 3,51 (m, 4 H), 3,38 (dd, 2 H, /= 5,2, 5,2 Hz.

N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil}-5-ciano-N-(4-(hidroximetil)fenil)piridind-2-sulfonamida
(ER-001138455) (45 mg, 0,092 mmol) a fost dizolvatd in DCM (3 mL), si ricitd la 0°C dupd adaugarea de
piridini (0,015 mL, 0,183 mmol). S-au adaugat apoi carbonocloridat de 4-nitrofenil (20,3 mg, 0,101 mmol) in
DCM (2 mL) si DMAP (2,3 mg, 0,018 mmol). Amestecul de reactie a fost incalzit lent 1a temperatura camerei
si agitat timp de 2 ore. UPLC/MS a indicat ca au rdmas unele materii prime. Amestecul de reactie a fost apoi
concentrat sub vid, si purificat prin cromatografie rapidd (EtOAc/Hep 12% pana la 40%) pentru a obtine 35
mg de  (4-nitrofenil)carbonat de  4-((N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-S-cianopiridind)-2-
sulfonamido)benzil (ER-001235286) (58%), si 20 mg de materie prima. 'H RMN (400 MHz) & ppm 8,99 (d, 1
H, J=0,8 Hz), 8,27 (dd,2 H,/=9,2,2,0Hz), 8,12 (dd, l H, J=7,6, 2,0 Hz), 7,92 (d, 1l H, /= 8,4 Hz), 7,38
(d,4H,J=9,6Hz), 7,26 (d,2 H, J= 8,8 Hz), 5,45 (s, 2 H), 4,06 (dd, 2 H, J = 5,8, 5,8 Hz), 3,67 - 3,58 (m, §
H), 3,58 - 3,50 (m, 4 H), 3,38 (dd, 2 H, /= 6,1, 6,1 Hz).

(4-nitrofenil)carbonat de 4-(N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxietil }-5-cianopiridind-2-
sulfonamido)benzil (ER-001235286) (35,0 mg, 0,053 mmol) a fost plasat intr-un balon de 25 mL sub azot, si
racit la 0°C. S-au adaugat apoi amind (48,5 mg, 0,059 mmol) in DCM (3 mL, 46,625 mmol) si bazd Hunig
(0,037 mL, 0,214 mmol), urmate de DMAP (2,61 mg, 0,021 mmol). Amestecul de reactic a fost agitat timp de
30 min la 0°C, si apoi agitat o perioada suplimentard de 6 ore la temperatura camerei. Amestecul de reactie a
fost concentrat sub vid, si purificat ptin cromatografie rapidd (EtOAc/Hep 50% pénd la 100%, urmat de
MeOH/EtOAc 3% pana la 8%) pentru a obfine 61,0 mg de azida-PEG3-sulfonamidd-PAB-eribulind purd (ER-
001138856). 'H RMN (400 MHz) & ppm 8,98 (d, 1 H, /= 1,2 Hz), 8,10 (dd, 1 H, /= 8.2, 1,8 Hz), 7,87 (d, 1
H, /=8,0Hz), 7,26 (d,2 H, J=6,8 Hz), 7,13 (d, 2 H, J = §4 Hz), 5,29 (dd, 1 H, J = 5,6, 5,6 Hz), 5,08 - 5,00
(m, 3 H), 4,92 (s, 1 H), 4,87 (s, 1 H), 4,80 (s, 1 H), 4,68 (dd, 1 H, J=4,6, 4,6 Hz), 4,59 (dd, 1 H, J = 4,6, 4,6
Hz), 4,38 - 4,30 (m, 2 H), 4,28 (ddd, 1 H, J = 10,4, 4,0,4,0, Hz), 4,17 (dd, l H, J = 6,2, 4,6 Hz), 4,13 - 4,01
(m, 4 H), 3,97 - 3,88 (m, 3 H), 3,82 - 3,78 (m, 1 H), 3,67 - 3,50 (m, 15 H), 3,41 (s, 3 H), 3,40 - 3,33 (m, 1 H),
3,37(dd,2H, J=4,8,4,8 Hz), 3,27 (d, 1 H, J=3,2 Hz), 3,15 (ddd, 1 H, J= 12,8, 6,4, 6,4 Hz), 2,90 - 2,82 (m,
2 H), 2,70 (dd, 1 H, J= 16,0, 10,0 Hz), 2,51 - 2,40 (m, 3 H), 2,34 - 2,13 (m, 7 H), 2,10 - 2,05 (m, 1 H), 1,99 -
1,88 (m, 4 H), 1,78 - 1,64 (m, 5 H), 1,62 - 1,52 (m, 2 H), 1,50 - 1,29 (m, 4 H), 1,08 (d, 3 H, J = 6,8 Hz).

1.14 Preparare de Mal-PEG4-triazol-PEG3-sulfonamide-PAB-eribulina (ER-001237505)
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Un amestec de azida (10 mg, 8,023 pmol) si 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirol-1-il)-N-(3,6,9,12-
tetraoxapentadec-14-in-1-il)propanamida (9,20 mg, 0,024 mmol) in tert-butanol (2,1 mL) si apd (0,7 mL) a
fost degazat timp de 45 min. S-a addugat apoi iodurd de cupru pe amberlyst-21 (1,23 mmol/g, 15 mg), si s-a
degazat o perioada suplimentard de 30 min. Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura cametrei timp de
18 ore, si a fost monitorizat prin UPLC/MS. Majoritatea materiei prime a fost consumatd, iar produsul dorit s-
a aratat ca un varf major. Amestecul de reactie a fost apoi separat de rasind, si purificat prin TLC preparativa
(DCM/metanol, 7%) pentru a rezulta 5,5 mg de Mal-PEG4-triazol-PEG3-sulfonamidd-PAB-eribulind (ER-
001237505). 'H RMN (400 MHz, CD>Cl») & ppm 9,01 (s, 1 H), 8,15(dd, 1H, /=8,0, 1,8 Hz), 7,87 (d, 1 H, J
=8,0Hz), 7,75 (s, 1 H), 7,28 (d, 2 H, /= 8,0 Hz), 7,14 (d, 2 H, J = §,4 Hz), 6,68 (s, 2 H), 6,47 (s 1, 1 H), 5,44
(s1, 1 H), 5,10 - 5,02 (m, 3 H), 4,94 (s, 1l H), 4,86 (s, 1 H), 4,80 (s, 1 H), 4,68 (dd, 1 H, J =44, 4,4 Hz), 4,59
(s, 2H),4,56(dd, 1 H, J=4,4, 44 Hz), 4,51(dd, 2 H, J = 5,2, 5,2, Hz), 4,34(d, 1 H, J = 7,6, Hz), 4,30 - 4,23
(m, 2 H), 4,19 - 4,14 (m, 2 H), 4,08 (dd, 1 H, J = 4,0, 4,0 Hz), 4,03 - 3,98 (m, 2 H), 3,94 - 3,72 (m, 8§ H), 3,68
- 3,46 (m, 28 H), 3,38 (s, 3 H), 3,38 - 3,33 (m, 3 H), 3,27 (d, 1 H, /=3,2 Hz), 3,16 - 3,02 (m, 2 H), 2,90 - 2,81
(m, 2 H), 2,68 (dd, 1 H, J = 16,2, 9,8 Hz), 2,54 - 2,40 (m, 7H), 2,40 - 1,8 (m, 11 H), 1,80 - 1,50 (m, 3 H), 1,48
- 1,25 (m, 3 H), 1,09 (d, 3 H, /= 6,4 Hz), LCMS (M+H) = 1630,0.

1.15 Preparare de NHS-PEG3-triazol-PEG3-sulfonamida-PAB-eribulina (ER-001244623)
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Un amestec de azidd (14 mg, 0,011 mmol) si 3-(2-(2-(prop-2-in-1-iloxi)etoxi) etoxi)propanoat de
2,5-dioxopirolidin-1-il (8,80 mg, 0,028 mmol) in ter{-butanol (2 mL) si apd (1 mL) a fost degazat timp de 45
min. S-a addugat apoi iodurd de cupru pe amberlyst-21 (1.23 mmol/g, 20 mg), si s-a degazat o perioada
suplimentard de 30 min. Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei timp de 18 ore, si a fost mo-
nitorizat prin UPLC/MS. Majoritatea materiei prime a fost consumatd, iar produsul dorit s-a ardtat ca un varf
major. Amestecul de reactie a fost apoi separat de rasind prin extractie cu DCM (2 x 10 mL). Stratul DCM a
fost spélat cu solutie salind (4 x 5 mL), uscat pe sulfat de sodiu, si concentrat la produsul dorit (care a fost
utilizat in etapa urmétoare fard nicio purificare suplimentara).

Acid brut (15,0 mg, 10,255 pmol) a fost dizolvat in THF (1,5 mL), si racit la 0°C. S-a adaugat apoi
DCC (15,2 mg, 0,074 mmol), urmat de 1-hidroxipirolidin-2,5-diona (8,3 mg, 0,072 mmol). Amestecul de
reactic a fost agitat la temperatura camerei timp de 18 ore. UPLC/MS a indicat ci majoritatea materiei prime a
fost consumatd, iar produsul dorit s-a ardtat ca un varf major. Amestecul de reactic a fost concentrat, si
purificat prin TLC preparativd (DCM/i-propanol, 8%) pentru a rezulta 2,5 mg de NHS-PEG3-triazol-PEG3-
sulfonamidi-PAB-eribulind (ER-001244623). 'TH RMN (400 MHz, CD>Cl») & ppm 9,00 (s, 1 H), 8,12 (d, 1 H,
J=8,4Hz),8,00(d, 1 H,J=8,0Hz),7,72(s, 1 H), 7,26 (d, 2 H, /= 8,0 Hz), 7,12 (d, 2 H, J = 8,0 Hz), 5,37
(s 1,1 H), 5,08 -5,02 (m, 3 H), 4,93 (s, 1 H), 4,85 (s, 1 H), 4,78 (s, 1 H), 4,66 - 4,62 (m, 1 H), 4,58 - 4,56 (m,
4 H),4,33(d, 1 H, J=10,8 Hz), 4,29 - 4,21 (m, 2 H), 4,10 - 3,96 (m, 4 H), 3,93 - 3,76 (m, 6 H), 3,74 - 3,44
(m, 27 H), 3,36 (s, 3 H), 3,34 - 3,24 (m, 2 H), 3,15 - 3,06 (m, 1 H), 2,97 (s 1, 1 H), 2,90 - 2,78 (m, 8 H), 2,74 -
2,08 (m, 13 H), 2,05 - 1,78 (m, 5 H), 1,73 - 1,50 (m, 2 H), 1,41 - 1,25 (m, 4 H), 1,07 (d, 3 H, J = 6,0 Hz),
LCMS (M+H) = 1560,0.

1.16 Preparare de Mal-PEG2-eribulina

Eribulind (5 mg, 7 pmol) a fost dizolvatd in DMF (0,5 mL), si amestecati cu maleimido-PEG2-NHS
(5 mg, 14 pmol; Broadpharm, nr. cat. BP-21680) si bazd Hunig (2,4 pL, 14 pmol). Amestecul de reactie a
fost agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de reactic a fost apoi purificat prin HPLC
(gradient apa-acetonitril 30-70% continind acid formic 0,1%). Eluentul a fost colectat in masa, si liofilizat la
sec. Randamentul final a fost de 3,7 mg (3,8 umol, 54%). Masa exactd anticipatd a fost de 968,5 Da. Masa
masurati a fost de 969,6 Da [M+H].

1.17 Preparare de Mal-PEG4-eribulina

Eribulind (5 mg, 7 pmol) a fost dizolvatd in DMF (0,5 mL), si amestecati cu maleimido-PEG4-NHS
(6,2 mg, 14 pmol; Broadpharm, nr. cat. BP-20554) si baza Hunig (2,4 pL, 14 pmol). Amestecul de reactic a
fost agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de reactic a fost apoi purificat prin HPLC
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(gradient apa-acetonitril 30-70% continind acid formic 0,1%). Eluentul a fost colectat in masa, si liofilizat la
sec. Randamentul final a fost de 3,7 mg (3,5 umol, 50%). Masa exacti anticipatd a fost de 1056,5 Da. Masa
masuratd a fost de 1057,7 Da [M+H].
1.18 Preparare de azido-PEG2-eribulina

Eribulind (5 mg, 7 pmol) a fost dizolvatd in DMF (0,5 mL), si amestecata cu azido-PEG2-NHS (4,2
mg, 14 pmol; Broadpharm, nr. cat. BP-20524) si bazd Hunig (2,4 uL, 14 pmol). Amestecul de reactie a fost
agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost apoi purificat prin HPLC (gradient
apd-acetonitril 30-70% continind acid formic 0,1%). Eluentul a fost colectat in masé, si liofilizat la sec. Ran-
damentul final a fost de 2,2 mg (2,4 pmol, 34%). Masa exacta anticipatd a fost de 914,5 Da. Masa masurati a
fost de 915,7 Da [M+H].

1.19 Preparare de azido-PEG4-eribulina

Eribulind (5 mg, 7 pmol) a fost dizolvatd in DMF (0,5 mL), si amestecata cu azido-PEG4-NHS (5.5
mg, 14 pmol; Broadpharm, nr. cat. BP-20518) si bazi Hunig (2,4 uL, 14 pmol). Amestecul de reactie a fost
agitat la temperatura camerei timp de 2 ore. Amestecul de reactie a fost apoi purificat prin HPLC (gradient
apd-acetonitril 30-70% continind acid formic 0,1%). Eluentul a fost colectat in masé, si liofilizat la sec. Ran-
damentul final a fost de 3,0 mg (3,0 umol, 43%). Masa exacta anticipata a fost de 1002,5 Da. Masa masurata
a fost de 1003,7 Da [M+H].

1.20 Preparare de azido-PEG4-Val-Cit-PAB-eribulina

Eribulind (15 mg, 21 pmol) a fost dizolvata in DMF (1,5 mL), si amestecata bine. Apoi s-au adaugat
bazd Hunig (5,5 pL, 32 pmol) si Fmoc-VCP-PNP (24 mg, 22 pmol; Levena Biopharma, nr. cat. VC1003).
Amestecul de reactie a fost agitat la temperatura camerei pe parcursul nopfii (16 ore). La finalizarea reaciiei,
la amestecul de reactic a fost adiugatd dietilamind (20 pL, 0,21 mmol), si s-a agitat timp de 2 ore la
temperatura camerei pentru a indeparta gruparea de protectic Fmoc. Reactia de deprotejare a fost monitorizatd
utilizind un spectrometru de masd Waters SQD. La finalizarea reactiei, amestecul de reactie a fost transferat
intr-un tub de microcentrifugd de 1,5 mL pre-cantarit. Solventul a fost evaporat sub vid folosind un
concentrator Centrivap refrigerat cu temperatura setatd la 30°C. Randamentul a fost de 16 mg (14 umol) de
NH2-Val-Cit-pAB-eribulind brutd (masa exacti 1134,6 Da, randament 67%).

NH2-Val-Cit-pAB-eribulind (16 mg, 14,1 umol) s-a dizolvat in DMF (1,5 mL). Apoi s-au adaugat
baza Hunig (7,2 pL, 41 pmol) si azido-PEG4-NHS (11 mg, 28,2 pmol). Amestecul de reactie a fost agitat la
temperatura camerei timp de 3 ore. Amestecul de reactie a fost apoi purificat prin HPLC (gradient apa-
acetonitril 48-72% continand acid formic 0,1%). Eluentul a fost colectat la m/z 1409, si liofilizat pentru a
permite obtinerea de azido-PEG4-Val-Cit-PAB-eribulind (masa exactd 1407,7 Da). S-au obfinut 13 mg (9,2
umol) de azido-PEG4-Val-Cit-PAB-eribulind (randament de etapd 65%, 44% in total).

EXEMPLUL 4
1. Materiale si metode

Tofi reactivii utilizati au fost obfinuti de la furnizori comerciali la grad de cercetare sau mai mare, cu
exceptia cazului in care se indica in alt fel.
1.1 Anticorpi

MORAD-003 (anti-receptorul alfa al folatului uman umanizat, 25 mg/mL) si MORAb-009 (anti-
mezotelind umand chimeric soarece-uman, 25 mg/ml) utilizafi in urmitoarele studii au fost din lotul
#NB02962-19 si lotul #030A14, respectiv. Trastuzumab a fost ob{inut comercial (Clingen), si a fost din lotul
#503345.

Anticorpii chimeric iepure-uman §i anti-mezotelind umand umanizat avand o cisteind
neimperecheatd la LCcys80 (Tabelul 1) au fost exprimafi in celule 293F in mod tranzitoriu sau ca reuniuni
selectate in mod stabil. Mediul condifionat a fost purificat si decisteinilat asa cum este descris in sectiunea
1.4.1.2.1.

1.2 Citotoxine

Compusii de eribulind care pot fi conjugati au fost sintetizati asa cum este descris in Exemplul 3
(Tabelul 46). Stocurile (10 mM) au fost preparate in DMSO si depozitate la -20°C pand la utilizare.

1.3 Linii celulare tumorale

Liniile de celule tumorale umane utilizate in analizele ADC-urilor MORAb-003, MORAb-009, si
trastuzumab preparate cu compugi maleimido/succinimida (OSu)/azido-linker-etibulind (Tabelul 46) includ
IGROV1 (carcinom ovarian uman, FR", MSLN"#), NCI-H2110 (carcinom pulmonar cu celule non-mici
uman, FR™4, MSLN™d), A431 (FR"&, MSLN"¢), NCI-N87-luc (carcinom gastric uman, FR, MSLN™ed,
her2"), NUGC3 (adenocarcinom gastric uman, FR"2, MSLN"2 her2"#), ZR75 (carcinom ductal de san
uman, FR™2, MSLN"2 her2™), i BT-474 (carcinom ductal de san uman, FR™, MSLN"®8 her2™). Liniile de
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celule tumorale umane utilizate in analizele anticorpilor anti-mezotelind umana LCcys80 chimerici iepure-
uman §i umanizati conjugati cu MAL-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001159569) au fost A3 (A431
transfectat stabil cu mezotelind umani, MSLN™), OVCAR3 (carcinom ovarian uman, MSLN"), HEC-251
(endometroid uman, MSLN™%), H226 (mezoteliom cu celule scuamoase pulmonar uman, MSLN®), si A431
parental (MSLN"*8). Toate liniile celulare utilizate au fost obfinute direct de la American Type Culture
Collection (ATCC), cu exceptia IGROV1 (obtinutd de la National Cancer Institute, cu permisiune) si A3
(generatd la Morphotek din A431 parental).
1.4 Conjugare anticorp-medicament
1.4.1 Conjugare pe baza de cisteina folosind maleimide
1.4.1.1 Conjugarea la disulfuri intercatenare
1.4.1.1.1 Reducere partiala

MORADB-003 si MORADb-009 au fost schimbafi in tampon in solutic salind tamponatd cu fosfat
Dulbecco (DPBS) si apoi s-au concentrat la 20 mg/mL folosind concentrarea centrifugd. S-a adaugat un
volum egal de 270 uM tris(2-carboxietil)fosfind (TCEP) in 1X DPBS cu EDTA 2 mM, si reducerea a fost
efectuatd prin amestecare usoard timp de 80 min la temperatura camerei. Trastuzumab a fost redus partial intr-
o manierd similard, cu exceptia faptului ca reducerea a fost efectuatd prin amestecare ugoard timp de 40 de
min. la temperatura camerei.
1.4.1.1.2 Conjugare

Compusul maleimido-linker-eribulind (in DMSO) a fost conjugat cu anticorpii parfial redusi la un
raport molar de 1:6 (mAb:compus). Compusul a fost addugat la propilen glicol 1a 50% in DPBS si amestecat
profund. S-a addugat apoi un volum egal de anticorp partial redus, si s-a amestecat ugor (concentratie finala de
propilen glicol de 25%). Conjugarea a continuat timp de 3,5 pani la 4 ore la temperatura camerei.
1.4.1.2 Conjugarea la LCcys80
1.4.1.2.1 Decisteinilare

Folosind un AKTA Explorer (GE Healthcare), o coloanii de proteini A (GE Healthcare) a fost
echilibratd cu 10 volume de coloand (CV) de fosfat de sodiu 20 mM, EDTA 10 mM, pH 7,2 (tampon de
echilibrare). Mediul condifionat a fost apoi incarcat, dupd care a urmat spalarea materialului nelegat cu 10 CV
de tampon de echilibrare. Coloana a fost spélata cu 16 CV de fosfat de sodiu 20 mM, EDTA 10 mM, cisteini
5 mM, pH 7,2 la 0,5 mL/min timp de 16 ore pentru a indeparta gruparca de acoperire. Coloana a fost apoi
spalatd cu 60 CV de Tris 20 mM, pH 7.5 1a 0,5 mL/min timp de 60 de ore. Anticorpul decisteinilat a fost eluat
utilizdnd 5 CV de glicind 0,1 M, pH 2.9 si neutralizat imediat folosind 5% volum de 2 M Tris, pH 9,0.
Fractiile care confin anticorpii au fost reunite si dializate in DPBS folosind un MWCO 20K Slide-A-Lyzer
(Thermo Fisher).
1.4.1.2.2 Conjugare

Anticorpul decisteinilat a fost adus la 5,0 mg/mL in DPBS, EDTA 1 mM, si propilen glicol la 50% a
fost preparat in DPBS, EDTA 1 mM. MAL-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001159569) (12 mM in
DMSO) a fost adaugat la propilen glicol 1a 50% si amestecat bine. S-a addugat apoi un volum egal de anticorp
decisteinilat la un raport molar de 1:4 (mAb:compus), si s-a amestecat usor. Conjugarea a continuat timp de
3,5 péna la 4 ore la temperatura camerei.

1.4.2 Conjugarea pe baza de amina folosind succinimide
1.4.2.1 Conjugare

Anticorpul (MORAbB-003 sau MORAb-009, neredus) a fost adus la 10,0 mg/mL in bicarbonat de
sodiu 0,1 M, pH 8,3. Propilen glicol 1a 50% s-a preparat in bicarbonat de sodiu 0,1 M, pH 8,3. Succinimida
(OSu)-linker-eribulind (in DMSO) s-a adiugat la propilen glicol la 50% si s-a amestecat profund. Un volum
egal de anticorp a fost apoi addugat la un raport molar de 1:4 (mAb:compus) si amestecat profund.
Conjugarea a continuat timp de 1 ord la temperatura camerei. Reactia de conjugare a fost stinsa cu adiugarea
unui volum 1:20 de Tris 1 M, pH 8,0, si ADC a fost purificat asa cum este desctis in sectiunea 1.4.4.

1.4.3 Conjugarea pe bazi de amina in doua etape utilizind chimia alchini-azida promovati de tulpina
(SPAAC)
1.4.3.1 Derivatizarea dibenzilciclooctinei (DB CO)

Anticorpul (MORAbB-003 sau MORAb-009, neredus) a fost adus la 10,0 mg/mL in bicarbonat de
sodiu 0,1 M, pH 8,3. Propilen glicol 1a 50% a fost preparat in bicarbonat de sodiu 0,1 M, pH §8,3. NHS-PEGu-
DBCO (Click Chemistry Tools, 50 mM in DMSO) s-a addugat la propilen glicol la 50% si amestecat profund.
Un volum egal de anticorp a fost apoi addugat la un raport molar de 1:4 (mAb:compus) si amestecat profund.
Conjugarea a continuat timp de 1 ord la tempetatura camerei. NHS-PEG4-DBCO care nu a reacfionat s-a
indepartat, asa cum este descris in sectiunea 1.4.4.
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1.4.3.2 Conjugare

Propilen glicol la 50% a fost preparat in DPBS. Compusi azido-linker-eribulind s-au addugat la
propilen glicolul la 50% si s-a amestecat profund. La amestec a fost apoi adaugat un volum egal de MORAb-
003 sau MORAb-009 modificat DBCO la un raport molar de 1:4 (mAb:compus), si s-a amestecat profund.
Conjugarea SPAAC a fost 1asatd sd se desfasoare pe parcursul noptii la temperatura camerei. NHS-PEGy-
DBCO care nu a reactionat s-a indepértat, asa cum este descris in sectiunea 1.4.4.

1.4.4 Purificare

Anticorpul conjugat a fost purificat utilizind coloani (coloane) de desalinizare HiTrap (GE
Healthcare). Cromatografia a fost efectuatd pe o cromatogafie lichidd cu proteind rapida (FPLC) (GE
Healthcare), utilizand IX DPBS ca tampon de rulare, pentru a elimina maleimido/OSu/azido-linker-eribulina
si propilen glicolul. Confinutul final de proteine a fost determinat prin analiza BCA, asa cum este descris in
sectiunea 1.3.1 din Exemplul 1.

1.5 Caracterizarea biofizica
1.5.1 Analiza SEC-HPLC

Agregarea ADC-urilor a fost analizatd prin cromatografic lichidd de inaltd performantd, cu
excluderea dimensiunii (SEC-HPLC), utilizand un HPLC Agilent 1260. ADC a fost diluat la 1 mg/mL in
DPBS. ADC (10 pL) a fost injectat apoi pe o coloand de sigurantd Advanced SEC 300A (4,6 mm x 3,5 cm,
dimensiunea porilor de 2,7 um, Agilent), urmatd de o coloand AdvancedBio 300A (4,6 mm x 30 cm,
dimensiunea porilor de 2,7 pm). ADC a fost eluat din coloand cu fosfat de sodiu 0,1 M continind NaCl 0,15
M si IPA 5%, pH 7.4 1a un debit de 0,25 mL/min timp de 28 min. Toate datele au fost analizate utilizind
software-ul Agilent ChemStation. Procentul de agregare a fost calculat ca [PAagega/PAwowm] 100, unde PA =
zona de varf integrata.

1.5.2 Analiza HIC-HPLC a raportului medicament-anticorp (DAR)

DAR a fost analizat folosind HPLC cu interactiune hidrofoba (HIC-HPLC). Probele au fost injectate
pe TSKgel® Butyl-NP5, 4,6 mm ID x 3,5 cm, coloand de dimensiune neporoasa 2,5 uM (Tosoh Bioscience),
si eluate cu o echilibrare de 3 min in 100% din faza mobild A, un gradient de 15 min (0-100% B), o men{inere
de 5 min in 100% B, o schimbare de 1 min la 100% A, si o re-echilibrare de 5 min in 100% din faza mobila
A, la 0,7 mL/min. Faza mobila A a fost fosfat de sodiu 25 mM, sulfat de amoniu 1,5 M, pH 7,0. Faza mobila
B a fost fosfat de sodiu 25 mM, izopropanol 25%, pH 7,0. Detectarea a fost efectuatd la 280 nm (referinta 320
nm). DAR a fost determinat prin formula:

[AUC+ + 2(AUC+2) + 3(AUC3) +.. . n{ AUCH)VEAUCyof]

in care AUC,; este aria de sub curba pentru varful anticorpului corespunzitor ADC conjugat cu o citotoxind,
AUC este aria de sub curba pentru varful anticorpului corespunzitor ADC conjugat cu doud citotoxine, etc.
> AUC, este aria de sub curbd combinata pentru toate varfurile.
1.5.3 Analiza LC-MS DAR

DAR a fost analizat, de asemenca, folosind o metodd LC-MS cu un HPLC Alliance Waters cu
detectare SQD/PDA. Probele au fost injectate pe o coloand Proteomix RP-1000 (5 pM, 1000A, 4,6 mm x 15
cm, Sepax) la 65°C, si eluate cu o echilibrare de 3 min in 25% B, un gradient liniar de 27 min de la 25% -
55% B, o mentinere de 5 min la 55% B, o schimbare de 1 min la 90% B, o mentinere de 5 min la 90% B, o
schimbare de 1 minut inapoi la 25% B, si o reechilibrare de 5 min la 25% B. Faza mobild A a fost TFA 0,1%
in apa, iar faza mobild B a fost TFA 0,1% in acetonitril. Eluatul a fost apoi divizat (10:1) in detectoare PDA si
SQD. Detectorul SQD a fost configurat ca ES pozitiv, tensiune capilara la 3,2 kV, tensiunea conului la 40 V,
extractor la 3 V, si lentild RF la 0,2 V, temperatura sursei la 150°C, si temperaturd de desolvatare la 250°C.
Datele de masi au fost achizitionate la 200 - 2000m/z timp de 40 min, modul continuu, timp de scanare 1
secunda. Datele au fost analizate si supuse deconvolutiei offline folosind MassLynx si MaxEntl. DAR a fost
calculat folosind formula:

2[[AUCLc+1 + 2(AUC1c+2) + 3(AUC1c-3) +.. . n{AUC1c+n))/ 2L ctot]+
2[[AUCHe+1 + 2(AUCHe-2) + 3(AUCHe-3) +.. n{AUCHCc+)[/ZAUCHctot]

in care AUCLcy1 este aria de sub curba a varfului lantului usor conjugat cu o citotoxind, AUCLc,» este aria de
sub curba a varfului lantului ugor conjugat cu doud citotoxine, etc. AUCyc este aria de sub curbd a lanturilor
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grele corespunzatoare, si Y AUC ctot si Y AUCyctot sunt atia de sub curbd combinatd a tuturor lanturilor
usoare si lanfurilor grele neconjugate si conjugate, respectiv.
1.5.4 Analiza UPLC/ESI-MS DAR a ADC-urilor LCcys80

ADC (1 mg/mL) a fost redus prin addugarea de DTT la o concentratie finala de 20 mM, urmatd de
incubare la 60°C timp de 3 min. Probele au fost apoi analizate folosind o cromatografie lichida de ultra
performantd Waters Acquity si spectrometru de masd Q-Tof Premier. Probele (0,5 - 2 pg fiecare) au fost
injectate pe o coloana de micro-desalinizare MassPrep la 65°C, eluate din coloand cu o echilibrare de 5 min in
95% din faza mobild A, un gradient de 10 min (5-90% B), si o re-echilibrare de 10 min in 95% din faza
mobild A, la 0,05 mL/min. Faza mobild A a fost acid formic 0,1% in apa. Faza mobila B a fost acid formic
0,1% in acetonifril. Spectrometrul de masd Q-Tof a fost rulat in modul V, ion pozitiv, cu detectare in
intervalul 500-4000 m/z. Parametrii sursei au fost dupd cum urmeaza: tensiunea capilard, 2,25 kV (anticorp
intact)-2,50 kV (anticorp redus); tensiunea conului de esantionare, 65,0 V (anticorp intact) sau 50,0 V
(anticorp redus); temperatura sursei, 105°C; temperatura de desolvatare, 250°C; debitul gazului de
desolvatare, 550 L/ord. Varful proteinei lanfului usor a fost supus deconvolufiei utilizdnd functia MassLynx
MaxEnt 1. Intensitatile relative ale maselor lanfului usor neconjugat si conjugat individual au fost utilizate
pentru a calcula DAR-ul general folosind formula:

2[LC+/ELCiot]

in care LC,; este intensitatea masei lanfului usor conjugat cu o citotoxind, si » LC reprezintd intensitatile
combinate ale lantului usor neconjugat si conjugat.
1.6 Caracterizarea legarii
1.6.1 BIAcore

Concentratiile de anticorpi au fost ajustate la 2 pg/mL in tampon HBS-P+ (GE Healthcare).
Anticorpi nemodificafi, sau ADC-uri, s-au injectat pe un senzor anti-IgG umand pe un BIAcore T100 (GE
Healthcare) timp de 1 min la un debit de 10 pL/min. Pentru a inregistra asocierea antigenului la anticorpul
capturat, o serie de concentratii crescitoare de antigen a fost injectatd timp de 300 de sec la un debit de 30
pL/min. Pentru anticorpii anti-mezotelind, gama de concentratii a fost de 10 nM - 0,041 nM. Pentru ADC-
urile MORAD-003 si MORAb-009, gama de concentrafii a fost de 100 nM - 0,41 nM. Disocierea antigenului
a fost monitorizatad timp de 30 de min. la acelasi debit. Suprafata senzorului a fost regenerata prin injectare de
MgCl, 3 M timp de 2 x 30 sec 1a un debit de 30 puL/min. Sensogramele au fost analizate cu software-ul de
evaluare Biacore T100 utilizand un model de legare Langmuir 1:1.
1.6.2 ELISA - Receptorul alfa al folatului

Receptorul alfa al folatului uman recombinant a fost diluat la 115 ng/mL in tampon de acoperire
(tampon carbonat-bicarbonat 50 mM, pH 9,6), si acoperit pe placi negre cu 96 de godeuri Maxisorp (Thermo,
nr. cat. 43711, 100 puL/goden) la 4°C, pe parcursul noptii. Solufia de acoperire a fost aruncat si placile au fost
spalate de trei ori folosind IX PBS cu tampon Tween-20 0,05% (PBST). Placile au fost blocate in 300 pL de
tampon de blocare (BSA 1% in PBST) la temperatura camerei timp de 2 ore pe un agitator orbital. MORAD-
003 si ADC-urile MORADb-003 au fost diluate la 1000 ng/mL in tampon de blocare, apoi diluate in serie de 2
ori pentru a obtine un interval de la 1000 ng/mL pana la 0,98 ng/mL. Tamponul de blocare a fost descrcat si
la placi s-au addugat 100 pL/godeu de anticorp diluat. Plicile au fost incubate la temperatura camerei timp de
2 ore pe un agitator orbital. Solufia de anticorp a fost descarcatd si placile au fost spalate de trei ori folosind
PBST. La plici s-au adaugat 100 pL/godeu de solutie de anti-IgG umand de caprd (H+L)-HRP (dilutie
1:10.000 in tampon de blocare), si plicile au fost incubate la temperatura camerei timp de 1 ord pe un agitator
orbital. Solufia de anticorp secundar a fost descarcata si placile au fost spalate de trei ori folosind PBST. La
placi s-au adaugat 100 pL/godeu de solutie de lucru de substrat fluorogenic de peroxidazd QuantaBlu
(Thermo, nr. cat. 15169), si plicile au fost incubate la temperatura camerei timp de 30 de min. Fluorescenta a
fost cititd la excitatie 325 nm/emisie 420 nm folosind un SpectrtaMax M5 (Molecular Devices). Datele au fost
analizate folosind software-ul SoftMaxPro 5.4.2 cu montare cu 4 parametri.
1.6.3 ELISA - Mezotelina

Mezotelina umand recombinantd a fost diluatd la 1 pg/mL in tampon de acoperire (tampon carbonat-
bicarbonat 50 mM, pH 9,6), si acoperitd pe plici negre cu 96 de godeuri Maxisorp (Thermo, nr. cat. 43711,
100 pL/godeu) la 4°C, pe parcursul noptii. Solutia de acoperire a fost descarcata si plicile au fost spalate de
trei ori folosind tampon IX PBS cu Tween-20 0,05% (PBST). Placile au fost blocate in 300 L de tampon de
blocare (BSA 1% in PBST) la temperatura camerei timp de 2 ore pe un agitator orbital. MORADBO09 si ADC-
urile MORAD-009 au fost diluate la 1000 ng/mL in tampon de blocare, apoi diluate in serie de 2,5 ori pentru a
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obfine un interval de la 1000 ng/mL péna la 0,105 ng/mL. Tamponul de blocare a fost descarcat si la plici s-
au adaugat 100 pL/godeu de anticorp diluat. Placile au fost incubate la temperatura camerei timp de 2 ore pe
un agitator orbital. Solufia de anticorp a fost descarcata si plicile au fost spalate de trei ori folosind PBST. La
placi s-au adiugat 100 pL/godeu de solutic de anti-IgG umand de caprd (H+L)-HRP (dilutie 1:10.000 in
tampon de blocare), si placile au fost incubate la temperatura camerei timp de 1 ord pe un agitator orbital.
Solutia de anticorp secundar a fost descarcata si plicile au fost spalate de trei ori folosind PBST. La placi s-au
adaugat 100 puL/godeu de solutie de lucru de substrat fluorogenic de peroxidazi QuantaBlu (Thermo, nr. cat.
15169), si placile au fost incubate la temperatura camerei timp de 30 de min. Fluorescentfa a fost cititd la
excitafie 325 nm/emisie 420 nm folosind un SpectraMax M5 (Molecular Devices). Datele au fost analizate
folosind software-ul SoftMaxPro 5.4.2 cu montare cu 4 parametri.
1.7 Analize de citotoxicitate
1.7.1 Analiza cu violet de gentiana

Celule IGROV1 (FRY, MSLN"2) NCI-H2110 (FR™, MSLN™), si A431 (FR™2, MSLN"2) au fost
sub-cultivate si insiméntate la 5.000 de celule/godeu in mediu de crestere complet in pléci de cultura de fesut
cu 96 de godeuri, incubate la 37°C, CO; 5% pe parcursul noptii (16 ore). Reactivii de test au fost diluafi in
serie 1:3 in pléci de diluare cu godeuri adinci de 2 mL, incepand de la 200 nM (10 dilutii in total). Probele
diluate (100 pL) au fost addugate la placile de celule (concentrafia initiald a probelor de test la 100 nM).
Plécile au fost incubate la 37°C, CO: 5% o perioadd suplimentard de 5 zile. Mediul a fost apoi descércat.
Placile au fost spalate o datd cu 200 pL de DPBS, colorate cu 50 pL de solutie de violet de gentiand 0,2% la
temperatura camerei timp de 15 min, si apoi spalate intens cu apa de la robinet. Plicile au fost uscate la aer, si
violet de gentiand a fost dizolvat cu 200 pL de solutie SDS 1%. Plicile au fost citite la 570 nm. Datele au fost
analizate folosind GraphPad Prism 6.

2. Rezultate
2.1 Caracterizarea biofizica a ADC-urilor MORADb-003, MORAD-009 si trastuzumab

ADC-uri MORAD-003 (anti-receptorul alfa al folatului uman umanizat), MORADb-009 (anti-
mezotelind umana chimeric uman de soarece), si trastuzumab (anti-her2 uman umanizat) au fost preparati
folosind compusii de eribulina care pot fi conjugati enumerati in Tabelul 46 in conformitate cu una dintre cele
trei metode de conjugare, incluzand: (1) reducerea partiald a disulfurilor intercatenare de anticorp folosind
TCEP non-reductiv de tiol, urmatd de conjugare utilizind constructe maleimido-distanfier-linker-etibulind
tiol-reactive; (2) conjugarea directd la reziduuri de lizina de anticorp utilizind constructe succinimidd (OSu)-
distantier-linker-eribulind; si (3) conjugarea la reziduuri de lizind de anticorp utilizind o abordare in doi pasi,
prin care OSu-PEG4-dibenzilciclooctina a fost mai inti conjugatd la reziduuri de lizind, apoi conjugarca
ortogonald a constructelor azido-distanfier-linker-eribulind a fost realizata utilizind SPAAC.

Dupa purificare, nivelurile de agregare pentru toti ADC MORAbD-003, MORAD-009, si trastuzumab
au fost determinate prin SEC-HPLC iar raportul medicament-anticorp (DAR) a fost analizat folosind LC-MS
in fazd inversa si/sau HIC-HPLC. DAR pentru tofi ADC pe bazd de maleimidi a fost analizat utilizind atét
LC-MS in fazd inversa, cat si HIC-HPLC. O diferentd in valorile DAR de mai putin de 0,3 a fost observata de
obicei intre cele doud metode. In schimb, DAR pentru toti ADC preparati prin intermediul conjugrii prin
reziduuri de lizind a fost analizat numai prin LC-MS, deoarece gradul ridicat de eterogenitate al acestor ADC
impiedica rezolvarea speciilor DAR individuale prin HIC-HPLC. Legarea la antigenul {intd a fost analizat,
de asemenea, folosind ELISA, pentru ADC MORAbB-003 si MORAD-009. Rezultatele analizelor DAR si de
agregare sunt aratate in Tabelul 47 1angd ADC respectiv.
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Tabelul 47.
anes : Analiza DAR  |Analiza SEC-HPLC |l-€82rea la
Analize biofizice ale ADC MORAD-003, MORAb-009 si trastuzumab antigen
8) 2
> | 2 S |z
chimia de p= T 5 US%
ADC-uri anticorp . distanfier chimia de scindare o) S g m
conjugare 3 =) . S o < <
o w | 2| 2 S| 22| @
< < < . | s | 23| 2
[@) [@) 1SS =R 1SS 0 = jaa}
MORADO0O3 N/A N/A N/A 3,62 (96,38 6,29 0,04
MORADO09 N/A N/A N/A 0 100 42,60 0,28
trastuzumab N/A N/A N/A 352 (9648 N/A N/A
MORADOO3-
ER1159569 (Lot|MORAb-003 |maleimida PEG2 val-cit-pAB 3,58 391 3,12 (96,88 22.60 0,15
NB3073-88L)
MORADBOQ9-
ER1159569 (Lot|MORAb-009 |maleimida PEG2 val-cit-pAB 3,63 393 323 196,77 43,70 0,29
NB3073-88F)
MORADOO3-
ER1159569 (Lot|MORAb-003 |maleimida PEG2 val-cit-pAB 4,80 488 1321 96,79 18,20 0,12
NB3142-62A)
MORADBOQ9-
ER1159569 (Lot|MORAb-009 |maleimida PEG2 val-cit-pAB 4,68 4,57 1090 (99,10 33,10 022
NB3142-62D)
trastuzumab- L .
ER1159569 trastuzumab maleimida PEG2 val-cit-pAB 3,10 3,11 1,26 98,74 N/A N/A
MORADOO3- S .
ER 1242287 MORADb-003 |maleimida PEGS val-cit-pAB 2,31 2,35 18,63 (81,37 21,50 0,14
MORADBOQ9- S .
ER 1242287 MORADb-009 |maleimida PEGS val-cit-pAB 1,13 2,00 11,24 (88,76 58.60 0,39
MORADOO3- . . .
ER1235638 MORADb-003 [malecimida pentil val-cit-pAB 3,65 3,89 395 96,05 15,30 0,10
MORADBOQ9- . . .
ER1235638 MORADb-009 [malecimida pentil val-cit-pAB 3,99 4,10 4,5 95,5 65,60 044
MORADBOO3- MORADb-003 [malecimida PEG2 ala-ala-asn-pAB  |3,60 3,83 3,09 96,91 18,30 0,12
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Tabelul 47.
Analiza DAR Analiz
Analize biofizice ale ADC MORAD-003, MORAb-009 si trastuzumab
Q
> =
chimia de E i
ADC-uri anticorp . distanfier chimia de scindare @) ®)
conjugare 3 T )
N’ g -
a7 a7 ob
< < | =
@) [@) =
ER1231679
MORAbBO09- .
ER1231679 MORADb-009 [malecimida PEG2 ala-ala-asn-pAB 327 3,94 4,39
MORAbBOO3- S ala-ala-asn-pAB-
ER1231600 MORAb-003 |maleimida  |PEG2 daalaasmpaB [P0 P23 |44
MORAbBOQO9- S ala-ala-asn-pAB-
ER1231600 MORAb-009 |maleimida  |PEG2 aaalaasmpaB |30 P17 622
MORADBOO3- L PEG4-triazol- disilfidil-dimetil-
ER1237504 MORAb-003 |maleimida PEG3 bAB 0,52 1,61 13,73
MORADBO09- L PEG4-triazol- disilfidil-dimetil-
ER1237504 MORAb-009 |maleimida PEG3 bAB 0,72 1,03 9,78
MORADBOO3- L PEG4-triazol- 1
ER123 7505 MORAb-003 |maleimida PEG3 sulfonamida 1,85 3,88 |5,72
MORADBO09- L PEG4-triazol- 1
ER1237505 MORAb-009 |maleimida PEG3 sulfonamida 2,33 391 544
MORABOO3- 1 rop Ab-003  |maleimidd  |[PEG2 non-scindabila  [415  |449 397
PEG2-eribulind
MORADOS- |1y Ab-009  |maleimidd  |PEG2 non-scindabila  [455  [430 1,15
PEG2-eribulind
MORABOO3- 1\ rop Ab-003  |maleimidd  |PEG4 non-scindabili 470  [479 [084
PEG4-eribulind
MORABOO9- 1R Ab-009  |maleimidd  |PEG4 non-scindabila  [448  |457 |1.03
PEG4-eribulind
MORADbBO03- S .
ER 1236940 MORAb-003  [succinimidd PEG2 val-cit-pAB 0,72 3,65
MORADBO09- MORADb-009 [succinimida PEG2 val-cit-pAB 0,89 2,75
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Tabelul 47.
- Analiza DAR  |Analiz
Analize biofizice ale ADC MORAbD-003, MORAD-009 si trastuzumab
Q
5 | E
chimia de E =
ADC-uri anticorp . distantier chimia de scindare &) <)
conjugare s = _
N N —
& & &
< < | <
a a R
ER1236940
MORADbBO03- L .
ER1242288 MORADb-003  |succinimida PEGY9 val-cit-pAB 0,00 2,85
MORADbBO09- L .
ER 1242088 MORADb-009  |succinimida PEGY9 val-cit-pAB 0,21 1,69
MORADbBO03- L . .
ER 1236941 MORAb-003  [succinimidd pentil val-cit-pAB 0,77 3,13
MORADbBO09- L . .
ER 1236941 MORAb-009  [succinimidd pentil val-cit-pAB 0,93 3,04
MORAbBOO3- S PEG3-triazol- .
ER 1243700 MORADb-003  |succinimida PEG3 val-cit-pAB 0,00 392
MORAbBOQO9- S PEG3-triazol- .
ER 1243700 MORADb-009  |succinimida PEG3 val-cit-pAB 0,06 1,97
MORADbBO03- S
ER1231691 MORAb-003  [succinimidd PEG2 ala-ala-asn-pAB 0,37 346
MORADbBO09- S
ER1231691 MORAb-009  [succinimidd PEG2 ala-ala-asn-pAB 0,29 245
MORADbBO03- L PEG3-triazol- disilfidil-dimetil-
ER 1244129 MORAD-003  [succinimida PEG3 bAB 0,24 10,87
MORADbBO09- L PEG3-triazol- disilfidil-dimetil-
ER 1244129 MORAD-009 [succinimida PEG3 bAB 047 12,79
MORADbBO03- L PEG3-triazol- -
ER 1244623 MORADb-003 |succinimida PEG3 sulfonamida 0,55 521
MORADbBO09- L PEG3-triazol- -
ER 1244623 MORADbB-009 |succinimida PEG3 sulfonamida 1,14 0
MORADbBO03- MORADb-003 [succinimidd/ |dibenzilciclo- disilfidil-dimetil- 2,19 4,1
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Tabelul 47.
- Analiza DAR  |Analiz
Analize biofizice ale ADC MORAbD-003, MORAD-009 si trastuzumab
)
~ =
chimia de E m‘
ADC-uri anticorp . distanfier chimia de scindare @) ®)
conjugare 3 T )
N’ g -
v v b
< < <
a A =
DBCO- click octend-triazol- pAB
ER1237508 PEG3
MORADBOO9- e dibenzilciclo- .. . .
DBCO- MORAb-009 S‘ll.cilmmlda/ octend-triazol- dlAS%ﬁdﬂ‘dlme“l‘ 233 0
ER1237508 che PEG3 P
MORADBOO3- succinimids/ dibenzilciclo-
DBCO- MORADb-003 click octend-triazol- sulfonamida 1,82 349
ER1138856 PEG3
MORADBOO9- inimids/ dibenzilciclo-
DBCO- MORAb-009 S?Ci octenii-triazol-  |sulfonamidi 1,59 0
ER1138856 che PEG3
MORADBOO3- inimid/ dibenzilciclo-
DBCO-PEG4  [MORAb-003 S?Ci octend-triazol-  |val-cit-pAB 3,09 287
VCP eribulini che PEG4
MORADBOO9- inimid/ dibenzilciclo-
DBCO-PEG4  [MORAb-009 i}ﬁ octend-triazol-  |val-citpAB 2,91 022
VCP eribulini PEG4
MORADBOO3- succinimids/ dibenzilciclo-
DBCO-PEG2  |[MORAb-003 [* octend-triazol-  |non-scindabila 343 3.88
e click
eribulind PEG2
MORADBOO9- inimids/ dibenzilciclo-
DBCO-PEG2  |MORAb-009 |* octend-triazol-  [non-scindabili 3,07 1,15
o click
eribulind PEG2
MORADBOO3- nimida/ dibenzilciclo-
DBCO-PEG4  |MORAb-003 [Succimmt octeni-triazol-  |non-scindabili 2,96 3 64
o click
eribulind PEG4
MORABO09- MORAbD-009 [succinimidd/ [dibenzilciclo- non-scindabili  |2.8 1,12
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Tabelul 47.
- Analiza DAR  |Analiz
Analize biofizice ale ADC MORAbD-003, MORAD-009 si trastuzumab
)
s | ®
chimia de E T
ADC-uri anticorp . distanfier chimia de scindare @) S
conjugare s o )
N e =
& & @
< < | =
a A =
DBCO-PEG4 click octend-triazol-
eribulind PEG4

Abrevieri: % Agr., % agregare; % Frag, % fragmentare.
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2.1.1 ADC-uri MORAD-003, MORAD-009, si trastuzumah

Nu au fost observate diferente semnificative intre MORADb-003, MORAb-009, si trastuzumab, atét
din punctul de vedere al eficienfei conjugérii, cét si al parametrilor biofizici. Toti ADC au demonstrat valori
DAR si niveluri de formare a agregatului similare.

2.1.2 ADC-uri pe baza de maleimida

Pentru ADC pe bazi de maleimida, ambii distantieri pentil si PEG: imperecheafi cu un situs de
scindare val-cit-pAB, si un distantier PEG; imperecheat cu un situs de scindare ala-ala-asn-pAB, au furnizat
valori DAR cuprinse intre 3,5 si 4,0 prin LC-MS in faza inversa si HIC-HPLC, in plus fatd de nivelurile mici
de agregat (< 5%). Cu toate acestea, atunci cand distantierul a fost prelungit la PEG-uri (imperecheat cu un
situs de scindare val-cit-pAB), nivelurile de agregat au crescut (11-18%) si eficienta conjugdrii a scizut,
rezultand valori DAR cuprinse intre 1,1 §i 2,3. A se vedea, de exemplu, procentul de agregare si valorile DAR
ale MORADBO03/MORADBO09-ER-001159569 (linker PEG scurt) st MORAbOO3/MORADBO009-1242287 (linker
PEG lung) in Tabelul 47.

Pentru ADC preparafi cu un situs de scindare disulfidil-pAB au fost observate valori DAR scizute
(1,0-1,6), impreund cu niveluri de agregat relativ ridicate (10-14%). Au fost observate valori DAR
semnificativ mai mici atunci cand aceste ADC au fost analizate prin LC-MS decat prin HIC-HPLC (a se
vedea, de exemplu, valorile DAR LC-MS/HIC-HPLC pentru MORAbOO3/MORADBO0O9-ER1237504 si
MORADBOO3/MORADBO09-ER1237505 in Tabelul 47). Acest rezultat sugercazd ca situsul de scindare a
linkerului prezintd instabilitate a pH-ului, deoarece faza mobild a analizei LC-MS este de aproximativ 3,0, in
timp ce faza mobild a analizei HIC-HPLC este neutra.

Pentru ADC preparati cu un situs de scindare sulfonamida au fost observate niveluri de agregat mici
(< 5%). Similar cu ADC-urile disulfidil-pAB, valori DAR mai mici au fost observate atunci cand au fost
analizate prin LC-MS (1,8 - 2,3) decat prin HIC-HPLC (3,9), ceca ce din nou indicd faptul ca situsul de
scindare a linkerului prezintd instabilitate a pH-ului.

Pentru linkerii non-scindabili PEG- si PEGy s-a observat o conjugare eficientd, rezultdnd valori DAR
cuprinse intre 4,0 si 4,7. ADC-urile MORAb-009 cu acesti linkeri non-scindabili au demonstrat, de asemenea,
niveluri de agregare scazute (< 2%), in timp ce nivelurile de agregare usor mai mari au fost observate pentru
ADC-urile MORAb-003 corespunzatoare (4% si 10% pentru PEG: si PEGy, respectiv).

2.1.3 ADC-uri pe baza de succinimida

Toti ADC preparati folosind succinimida cuplatd cu distanfier-linker-eribulind au avut ca rezultat
valori DAR < 1,0. Pentru a confirma ca aceasta eficientd de conjugare mai mica (relativ la maleimide) nu a
fost o consecintd a procedurii de conjugare in sine, acesti ADC au fost refacuti folosind un raport
compus:anticorp mai mare si reanalizati folosind aceleasi metode de analizi DAR. Au fost obtinute rezultate
similare, ceea ce sugercaza, fard a fi legat de teorie, cd valorile DAR mai mici sunt o proprictate inerentd a
combinatiei de succinimida si eribulind, si cd maleimidele pot fi conjugate mai eficient. Eficienta conjugdrii
cu succinimidd a fost crescuta prin utilizarea unei metode in doud etape, prin care DBCO a fost addugatd mai
intai la anticorp utilizand NHS-DBCO, dupé care a urmat adaugarea compusilor azido. Aceastd abordare are
ca rezultat valori DAR mai mari, aga cum sunt masurate prin analiza HPLC cu faza inversa, in comparatie cu
conjugarea in mod direct la reziduurile de lizina de anticorp. Pentru ADC-urile pe baza de succinimida avand
linkeri sulfonamida (scindabil), val-cit-PAB (scindabil) sau PEG»PEGs (non-scindabil), valorile DAR
rezultate din conjugarea in doud etape au fost similare cu cele determinate pentru ADC-urile pe baza de
maleimida avand un situs de scindare de sulfonamidi. Fard a fi legat de teorie, acest rezultat sugereaza din
nou ca valori DAR mai mici pentru reactiile de conjugare succinimidd-distantier-linker-eribulind sunt o
proprietate inerentd a combinatiei de succinimida si eribulind.

2.2 Caracterizarea legarii a ADC-urilor MORAD-003 si MORAD-009

Pentru ADC-urile MORAb-003 nu au fost observate diferente semnificative intre ADC-urile linker-
eribulind pe baza de maleimida care nu pot fi scindate si MORADb-003 parental in ceea ce priveste legarea la
antigenul {intd. Pentru alte ADC-uri MORADb-003 linker-eribulind pe bazi de maleimida, prin analiza ELISA
a fost observata de obicei o pierdete de 2 pana la 3 ori in legarea la antigenul {intd in raport cu MORAb-003
parental. Cu toate acestea, nu a existat nicio corelafiec aparentd fie intre lungimea linkerului, fie intre
compozifia linkerului, si valori ECso mai mici. In mod similar, pentru ADC-urile MORAb-003 linker-
eribulind pe baza de succinimidd a fost observatd in general o pierdere de 0 pand la 3 ori in legarca la
antigenul tintd in raport cu MORAb-003 neconjugat. Din nou, nu a fost evidentd nicio corelafie fie intre
lungimea linkerului, fie intre compozitia linkerului, si valoti ECso mai mici. Pentru ADC MORADb-009, toti
ADC au avut o scadere de mai putin de 2 ori a valorilor ECso, in raport cut MORAb-009 parental.

2.3 Analizele de citoxicitate in vitro ale ADC-urilor MORAb-003, MORAD-009, si trastuzumab



MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

159

Potenta in vitro a ADC MORAb-003, MORAb-009, si trastuzumab preparati a fost evaluata utilizind
o analizi de citotoxicitate pe baza de celule cu violet de genfiand. Liniile de celule selectate pentru screening-
ul ADC MORADb-003 si MORAb-009 au fost IGROV1, NCI-H2110, si A431. Celulele IGROVI au ca origine
carcinom epitelial ovarian uman gi exprima niveluri ridicate ale receptorului alfa al folatului, dar nu exprima
mezotelind (adicd, MORAb-003-reactiv). Celulele NCI-H2110 au ca origine carcinom pulmonar cu celule
non-mici uman $i exprima niveluri moderate atét ale receptorului alfa al folatului cét si ale mezotelinei (adica,
MORADb-003- si MORAb-009-reactive). Celulele de control A431 au ca origine carcinom epidermic uman si
nu exprim niciun antigen tintd. Rezultatele acestui screening sunt ardtate in Tabelul 48. ADC MORAb-003,
MORAD-009, si trastuzumab care cuprind linker-toxina maleimido-PEG2-val-cit-pAB-eribulind (VCP-
eribulind) au fost, de asemenea, evaluafi in linii de celule de cancer gastric si de sin suplimentare, inclusiv
NCI-N87 (FRP, MSLN™d her2"), BT-474 (FR™&, MSLN"¢ her2"), ZR-75 (FR"2, MSLN"2 her2™d), si
NUGC3 (FR"8, MSLN"& her2"°¢). Rezultatele acestui screening sunt ardtate in Tabelul 49.
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Tabelul 48. Screening-ul de citotoxicitate (ICs0) al ADC MORAD-003 si MORADb-009 pe
celule IGROV1, NCI-H2110, si A431

Analiza citotoxicitatii

IGROV1 (FR" INCI-H2110 (FR™¢ |A431 (FR™#,
MSLN"g) MSLNmed) MSLN"™¢g)
. chimia de| .. . .. . 1Cso ICso
ADC anticorp conjugare distanfier chimia de scindare (nM) SD ICs0 (nM) |SD (nM) SD
MORADOO3 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
MORADO09 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
trastuzumab N/A N/A N/A
eribulind N/A N/A N/A N/A 0,320 0,212 0,199 0,034 [0,053 0,159
MORADO0O3- MORAbD-
ER1159569 (Lot 003 maleimida PEG2 val-cit-pAB 0,155 0,064 |3,685 0417 > 100
NB3073-88L)
MORADO009- MORAb-
ER1159569 (Lot 009 maleimida PEG2 val-cit-pAB 9,450 2,093 114,945 1,747 > 100
NB3073-88F)
MORADO0O3- MORAb.- o .
ER1159569 (Lot 003 maleimida PEG2 val-cit-pAB 0,020 1,550 > 100
NB3142-62A)
MORADO009- MORAb- o .
ER1159569 (Lot 009 maleimida PEG2 val-cit-pAB 5,687 6,784 > 100
NB3142-62D)
trastuzumab- L .
ER1159569 trastuzumab |maleimida PEG2 val-cit-pAB
MORADO0O3- MORADb- Lo .
ER 1242087 003 maleimida PEGS8 val-cit-pAB 0,115 0,035 7,065 0417 85,960
MORADO009- MORADb- Lo .
ER 1242087 009 maleimida PEGS8 val-cit-pAB 25,765 |8478 |34455 3,033 > 100
MORADO0O3- MORADb- e . .
ER1235638 003 maleimidi pentil val-cit-pAB 0,105 0,092 13,920 1,032 > 100
MORADO009- MORADb- . . .
ER1235638 009 maleimida pentil val-cit-pAB 6,830 0,962 13,965 6,611 > 100
MORADO0O3- MORADb- .
ER1231679 003 maleimida PEG2 ala-ala-asn-pAB  [0,080 0,028 [3,800 0,566 [31,630 1,202
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Tabelul 48. Screening-ul de citotoxicitate (ICs0) al ADC MORAD-003 si MORADb-009 pe

celule IGROV1, NCI-H2110, si A431

Analiza citotoxicitati

IGROV1 (FR™ |N(
MSLN"™g) M
. chimia de] .. . .. . 1Cso
ADC anticorp conjugare distanfier chimia de scindare (nM) SD IC
MORADO09- MORAD- .
ER1231679 009 maleimida PEG2 ala-ala-asn-pAB 8,890 0976 |74
MORAbBOO3- MORAb- . ala-ala-asn-pAB- .
ER1231690 003 maleimida  |PEG2 ala-ala-asnpAB |12 0021 14
MORAbBOQO9- MORAb- . ala-ala-asn-pAB-
ER1231690 009 maleimida  |PEG2 ala-ala-asn-pAB | 0080|3176 112
MORADO03- MORAD- S . disilfidil-dimetil-
ER1237504 003 maleimida PEG4-triazol-PEG3 pAB 0,265 0,092 10
MORADO09- MORAD- S . disilfidil-dimetil- )
ER1237504 009 maleimida PEG4-triazol-PEG3 pAB 6,375 2,751 |1/
MORADO03- MORAD- S . .
ER1237505 003 maleimida PEG4-triazol-PEG3 |sulfonamida 0,370 0269 [0
MORADO09- MORAD- S . o )
ER1237505 009 maleimida PEG4-triazol-PEG3 |sulfonamida 6,370 3,012 O
MORADOO3-PEG2- IMORAb- | iiqs [PEG2 non-scindabila 0,330 38
eribulina 003
MORADOO9-PEG2- IMORAb- | oiiqs [PEG2 non-scindabila  |42,770 50
eribulina 009
MORADOO3-PEG4- IMORAb- | iiqs |PEGA4 non-scindabila (0,277 21
eribulina 003
MORADOO9-PEG4- IMORAb- | iiqs |PEGA4 non-scindabila 76,320 31
eribulina 009
MORADO03- MORAD- S .
ER 1236940 003 succinimidd  |PEG2 val-cit-pAB 0,325 0,106 |30
MORADO09- MORAD- S .
ER 1236940 009 succinimidd  |PEG2 val-cit-pAB 31,915 (2,510 36
MORADO03- MORAD- S .
ER 1242288 003 succinimidd  |PEG9 val-cit-pAB 38,105 (45,601 |64
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Tabelul 48. Screening-ul de citotoxicitate (ICs0) al ADC MORAD-003 si MORADb-009 pe

celule IGROV1, NCI-H2110, si A431

Analiza citotoxicitati

IGROV1  (FRM |N(
MSLN"™#) M
. chimia de] .. . .. . 1Cs0
ADC anticorp conjugare distanfier chimia de scindare (nM) SD IC
MORADbBO09- MORADb- L . |
ER1242288 009 succinimidd  |PEG9 val-cit-pAB > 100 >
MORADbBO03- MORADb- L . .
ER 1236941 003 succinimidd  |pentil val-cit-pAB 0,330 0,071 |42
MORADbBO09- MORADb- L . .
ER1236941 009 succinimidd  |pentil val-cit-pAB > 100 49
MORADbBO03- MORADb- L . . |
ER1243700 003 succinimidd  |PEG3-triazol-PEG3 |val-cit-pAB 1,150 >
MORADbBO09- MORADb- L . . |
ER1243700 009 succinimidd  |PEG3-triazol-PEG3 |val-cit-pAB > 100 >
MORADbBO03- MORADb- L
ER1231691 003 succinimidd  |PEG2 ala-ala-asn-pAB 12,320 31
MORADbBO09- MORADb- L
ER1231691 009 succinimidd  |PEG2 ala-ala-asn-pAB  |> 100 20
MORADbBO03- MORADb- L . disilfidil-dimetil- .
ER1244129 003 succinimidd  |PEG3-triazol-PEG3 pAB 0,370 0,184 |0,
MORADbBO09- MORADb- L . disilfidil-dimetil-
ER1244129 009 succinimidd  |PEG3-triazol-PEG3 pAB 6,595 4,052 10,8
MORADbBO03- MORADb- L . s
ER1244623 003 succinimidd  |PEG3-triazol-PEG3 |sulfonamida 0,980 0,396 |1
MORADbBO09- MORADb- L . . ,
ER1244623 009 succinimidd  |PEG3-triazol-PEG3 |sulfonamida 24,505 14,702 |2
MORADbBO03-DBCO- |MORAb-  |succinimidd/ |dibenzilciclooctena- |disilfidil-dimetil- 0.545 0389 |0
ER1237508 003 click triazol-PEG3 pAB ’ ’ "
MORADbBO09-DBCO- |MORAb-  |succinimidd/ |dibenzilciclooctena- |disilfidil-dimetil- 10245 13486 |14
ER1237508 009 click triazol-PEG3 pAB ’ ’ ’
MORADBO03-DBCO- |[MORAb-  |succinimidd/ |dibenzilcicloocteni- -
ER1138856 003 click triazol PEG3 sulfonamida L775 (142l L
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Tabelul 48. Screening-ul de citotoxicitate (ICs0) al ADC MORAD-003 si MORADb-009 pe

celule IGROV1, NCI-H2110, si A431

Analiza citotoxicitati

IGROV1  (FR" |N(

MSLN™) M
ADC anticorp zl(;ilrjrzligare de distantier chimia de scindare %Sli?[) SD IC
gﬁ?ﬁgggg-DBCO- gggRAb- zlllicciinimidé/ iii‘;z‘;f_ig%‘;‘)“enﬁ‘ sulfonamida 19,155 |5438 |1
ey o o [ e b |
Rl el e e A
el e N
il v Gl T e R
%%%%;A;%?ifg?co 1(\)/([)(3)RAb- (S:lllic(;cl?(lmmldﬁ/ giilzzglz_lgéc(l}zoctenﬁ— non-scindabilz 1323 46
el v Gl T e

Toate valorile ICso sunt in nM, si reprezinta valorile medii ale experimentelor in replicat. SD - deviafie standard.
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Tabelul 49. Screening-ul de citotoxicitate (ICs0) al ADC MORADb-003,
MORAD-009, si trastuzumab pe celule NCI-N87, BT-474, ZR-75, si NUGC3

Analiza citotoxicitatii

NCI-N87-Luc BT474 (FR"#
(FR°, MSLNw™ed IMST.N"eg,
her2' her2t)
. chimia de] .. . chimia de

ADC anticorp conjugare distanfier scindare 1Cs0 (nM) 1Cso(nM)

MORADO0O3 N/A N/A N/A

MORADO09 N/A N/A N/A

trastuzumab N/A N/A N/A 0,78 0,641

cribulini N/A N/A N/A N/A 0,257 0,151

MORADO03-ER1159569 L .

(Lot NB3073-88L) MORADb-003 |maleimida PEG2 val-cit-pAB

MORADO09-ER1159569 L .

(Lot NB3073-88F) MORADb-009 |maleimida PEG2 val-cit-pAB

MORADO03-ER1159569 L .

(Lot NB3142-62A) MORAD-003 |maleimida PEG2 val-cit-pAB 4,528 11,46

MORADO09-ER1159569 L .

(Lot NB3142-62D) MORADb-009 |maleimida PEG2 val-cit-pAB (0,013 10,21

trastuzumab-ER1159569 |trastuzumab |maleimida PEG2 val-cit-pAB [0,006 0,003

Toate valorile ICso sunt in nM, si reprezintd valorile medii ale experimentelor in replicat. SD - deviatie standard.
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2.1.1
2.3.1 Citotoxicitatea ADC pe baza de maleimida

Toti ADC MORAD-003 si MORAD-009 pe baza de maleimida au afisat citotoxicitate specificd pe
celulele IGROV1, cu o diferentd de 2-3 ordine de mérime in potenta observatd intre anticorpi. ADC MORADb-
003 val-cit-pAB-eribulind au demonstrat o poten{d mai mare pe linia de celule IGROV1 decit oricare dintre
ADC MORAb-003 PEG:; sau PEGy non-scindabile, dar specificitatea de pliere nu a fost modificatd. Tendinte
similare au fost observate pentru ADC-urile MORAb-009, cu ADC-urile MORADb-009 care nu pot fi scindate
demonstrand citotoxicitate mai micd pe celulele IGROV1 decit ADC-urile MORAbB-009 val-cit-pAB-
eribulind.

ADC-urile MORADb-009 pe bazd de maleimidd cu linkeri pe baza de disulfidil si sulfonamidd an
demonstrat o potentd mai mare pe linia de celule NCI-H2110 decat pe linia de celule IGROV1. Acest lucru se
poate datora instabilitdfii potentiale a linkerilor in culturd, asa cum este descris mai jos. Citotoxicitatea
puternica a fost observatd, de asemenea, cu ADC-urile MORAD-003 corespunzatoare. In schimb, ADC-urile
MORAD-003 si MORADb-009 pe baza de maleimida cu linkeri non-scindabili au demonstrat o potenta relativ
mica pe celulele NCI-H2110. Fara a fi legat de teorie, acest rezultat sugereaza cé, cu o exprimare a {intei mai
micé, scindarea eficientd si eliberarea sarcinii utile pot imbunétafi citotoxicitatea.

ADC-urile cu un linker care poate fi scindat cu enzimi val-cit-pAB sau un linker care nu poate fi
scindat au demonstrat niveluri scidzute de ucidere departe de {intd pe celulele de control A431 (ICs > 100
nM), in timp ce ADC-urile cu un linker care poate fi scindat cu enzimi ala-ala-asn-pAB au afisat uciderea
slaba, dar detectabild, a acestor celule de control. Acest lucru indica faptul ca linkerii care pot fi scindati cu
enzimd val-cit-pAB pot i mai stabili in culturd decét linkerii care pot fi scindafi cu enzimai ala-ala-asn-pAB.
In plus, ADC MORAb-009 cu un distantiecr PEG: mai scurt au demonstrat citoxicitate mai mare in celulele
IGROV1 decat ADC corespunzitori cu un distantier PEGs mai lung. Aceeasi tendintd a fost observata in
celulele NCI-H2110 atat pentru ADC-urile MORADb-003, cat si MORAb-009, cu lungimi ale distanfierului
mai scurte avand ca rezultat citotoxicitate mai mare.

ADC cu linkeri pe baz de sulfonamidd au demonstrat, in general, valori DAR mai mari si niveluri
de agregat mai mici decit ADC corespunzétori cu linkeri pe baza de disulfidil. Cu toate acestea, uciderea la
nivel de nM a celulelor de control A431 a fost observata in amindoud aceste categorii de ADC, sugerand ca
linkerii pe bazi de disulfidil si sulfonamidd au fost mai putin stabili in culturd decét linkerii care pot fi
scindafi de enzima in conditiile de analiza examinate.

Linker-toxina specificdA maleimido-PEG;-val-cit-pAB-eribulind (VCP-eribulind) s-a examinat in
continuare pentru specificitate si potendi pe diferite linii de celule de cancer gastric si de sdn. VCP-eribulina a
fost conjugatd la MORADb-003 si MORADb-009, in plus fatd de anticorpul anti-her2 uman trastuzumab.
MORAD-003-VCP-eribulina a demonstrat ucidere slabd, dar specifici, pe celulele NCI-N87, care exprima
niveluri scidzute de receptor alfa al folatului (FR), si ucidere mica pe cele trei linii celulare FR-negative 1a-
mase. MORADb-009-VCP-eribulina a demonstrat, de asemenea, citotoxicitate puternica pe celulele NCI-N87,
care exprimd niveluri moderate de mezotelind. Trastuzumab-VCP-eribulina a fost foarte puternicd (3 - 6 pM,
ICs0) pe celulele NCI-N87 si BT-474, cele doud linii de celule care exprimd niveluri ridicate de her2 si, de
asemenea, puternicd pe celulele de cancer de sin ZR-75, care exprimd doar moderat her2. ADC MORAb-003,
MORAD-009 si trastuzumab VCP-eribulind au demonstrat, toti, citotoxicitate scidzutd pe celulele NUGC3,
care nu exprimd FR, mezotelind, sau her2, respectivii antigeni {inta.

2.3.2 Citoxicitatea ADC pe baza de succinimida

Tendintele citotoxicitafii ADC pe baza de succinimida au fost similare cu cele ale ADC pe bazi de
maleimida pentru celulele IGROV1, cu ADC cu distantier PEGg demonstrand citotoxicitate scazutd in plus
fatd de valorile DAR scazute. Citotoxicitate mai scizutd atit pe celulele IGROV1, cét si pe celulele NCI-
H2110 a fost observatd in general pentru ADC pe baza de succinimida cu linkeri care pot fi scindafi cu
enzimd in comparatic cu ADC pe bazd de maleimidd corespunzitori, ceea ce s-a datorat cel mai probabil
valorilor lor DAR mai mici. Uciderea departe de tintd a celulelor A431 a fost observatd, de asemenea, cu
linkeri pe baza de disulfidil si sulfonamida, similar cu ADC pe baza de maleimida corespunzitori. Acest lucru
indicd o instabilitate crescuta care ar putea si apard in mod potential din locul de clivaj, mai degraba decat din
chimia conjugarii.

Atunci cind a fost efectuatd o conjugare in doud etape, au fost observate valori DAR mai mari in
raport cu cele obfinute cu abordarea cu conjugare directd cu succinimida. Aceste valori DAR mai mari s-au
corelat cu o potentd mai mare. Pentru ADC MORAb-003 VCP-eribulind a fost observatd citotoxicitate
puternica att pe celulele IGROVI, cét si pe celulele NCI-H2110. In timp ce ADC-urile MORAb-003 non-
scindabili au demonstrat potentd pe celulele IGROVI (1 - 4 nM), acestia erau incd mai putin potenfi decat
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ADC MORAD-003 VCP-cribulind preparat cu aceastd metodd (38 pM), chiar dacd valorile DAR au fost
comparabile. In plus, ADC-urile MORAb-003 non-scindabile care s-au preparat utilizind metoda in doud
etape au fost usor mai pufin potenti decit ADC pe bazd de maleimidd corespunzitori pe linia de celule
IGROV1, ceea ce se poate datora valorilor lor DAR mai mici. Similar cu omologii lor pe baza de maleimidé,
ADC non-scindabili preparafi folosind metoda in doud etape au pierdut, de asemenea, aproape toatd
citotoxicitatea pe celulele NCI-2110.
2.4 Caracterizarea biofizica a ADC-urilor anti-mezotelind umana (LCcys80)

MAL-PEG2-Val-Cit-PAB-eribulind (ER-001159569) s-a conjugat la opt anticorpi diferifi anti-
mezotelind umana (Tabelul 1). Afinititile de legare ale anticorpilor parentali au fost determinate prin analiza
BIAcore, asa cum este descris mai sus in sectiunea 1.6.1. Nivelurile de agregare pentru tofi ADC anti-
mezotelind umand au fost determinate prin SEC-HPLC si DAR a fost analizat utilizind HIC-HPLC. Potenta
in vitro a fost evaluata utilizind o analiza de citotoxicitate pe bazd de celule cu violet de gentfiana in celule A3
(A431 transfectate in mod stabil cu mezotelind umanid (MSLN), MSLN"), OVCAR3 (ovarian uman,
MSLNM), HEC-251 (endometroid uman, MSLN™*%) H226 (mezoteliom pulmonar uman cu celule scuamoase,
MSLNP), si A431 parental (MSLN"2). Rezultatele analizelor DAR, de agregare si de citotoxicitate sunt
ardtate in Tabelul 50.
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Tabelul 50. Caracterizarea biofizicd a ADC-urilor anti-mezotelind umana (LCcys80)
MAD parental ADC
Afinitate Sarcind utila HIC |SEC-HPLC Analiza de citotoxicitate pe baza de celule.
EC50, nM
ka kqa Kp . . % agregat |mono- e —_
(10°M-'sec™) (10%sec”)) (10° M) Medicament-linker |DAR % mer A431 3:{' 1{\3 H226 |A3
& Q
> 3|
o as
= |xi ER-001159569-000 1,92 (8,97 91,03 40,67 10,008 (3,950 > 100 (0,14
i
Q@ |zu 22 0,65 34 ER-001159569-000 1,69 |1,42 98,58 -100 10,064 126,500 |> 100 (0,28
m [k 16,5 39 6,3 ER-001159569-000 1,90 [4,25 95,75 38,10 0,004 [13,960 [-100 0,05
= olzu |51 3 6,5 ER-001159569-000 1,81 |3,64 96,36 68,92 10,014 (2742 > 100 (0,12
o | |24 0,26 1,1 ER-001159569-000 11,85 ]1,62 98,38  [48,50 0,004 (14,82 |-100 0,27
S lzu 3.1 1,1 4,2 ER-001159569-000 11,80 |5,84 94,16 68,88 10,290 (2042 > 100 (041
S ki |38 049 14 ER-001159569-000 |1,56 [5,28 94,72 34,49 10,087 5,73 -100 0,11
O
& |zu 133 93 89 ER-00115969-000 1,63 [4,48 9552 72,86 1,180 (32,54 > 100 0,55

Abrevieri: xi - chimeric; zu - umanizat.
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Toti ADC anti-mezotelind umand au pastrat niveluri de agregare scizute (< 10% agregat)

si au demonstrat o potenta ridicatd pe liniile de celule tintd. Pe A3 si OVCAR3 a fost observata
potentd ridicatd, in timp ce celulele HEC-251 si H226 au fost relativ rezistente la citotoxicitatea
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Secvente selectate:

ID. SECV. NR.: 1 (Lant greu (HC) MORAD-003)

&

i
[ e e

3B
LELL I

LARUR N
i o
= o

- p

EVQLVESGGG
I5SGGSYTYY

VVQPGRSLRL
ADSVKGRFAT

DDPAWFAYWG
YFPEPVTVSW
ICNVNHEKPSN
DTLMISRTPE
TYRVVSVLTV
YTLPPSRDEL
DSDGSFFLYS

QOGETPVTVSSA
NSGALTSGVH
TKVDKKVEFK
VICVVVDVSH
LHODWLNGKE
TKNQVSLTCL
KLTVDKSRWQ

SCSASGFTFES
SRDNAKNTLF
STKGPSVEPL
TFEPAVLQSSG
SCDKTHTCFP
EDPEVKENWY
YRCKVSNEAL
VEKGEYPSDIA
QGNVESCSVM

GYGLSWVRQA
LOMDSLRPED
APSSKSTSGG
LYSLESVVIV
CPAPELLGGE
VDGVEVHNAK
FAPIEKTISK
VEWESNGQFE
HEALHNHYTQ

ID. SECV. NR.: 2 (CDR1 HC MORAD-003; Kabat): GYGLS

ID. SECV. NR.: 3 (CDR2 HC MORADb-003; Kabat): MISSGGSYTYYADSVKG

PGKGLEWVAM
TGVYFCARHG
TAALGCLVED
FSSSLGTQTY
SVFLFPPKFPK
TKPREEQYNS
AKGQPREPQV
NNYKTTEPVL
KSLSLSPGK

ID. SECV. NR.: 4 (CDR3 HC MORADb-003; Kabat): HGDDPAWFAY

ID. SECV. NR.: 5 (Secventd de aminoacizi pre-proteicd de lungime completd a lantului greu

MORADb-003; secventa lider subliniatd)

[FEETE R R R
1 Cotnoe o nooon
— e e b e

e

e pe

TSN

MGWSCIILFL

VATATGVHSE

YGLSWVRQAP
PMDSLRPEDT
PSSKSTSGGET
YSLESVVTVP
PAPELLGGFES
DGVEVHNAKT
APTIEKTISKA
EWESNGQPEN
EALHNHYTOK

GKGLEWVAMI
GVYFCARHGD
AALGCLVEKDY
SESLGTQTYI
VELFPPKPKD
KPREEQYNST
KGOQPREPQVY
NYKTTPPVLD
SLSLSPGK

VOLVESGGGY
SSGGSYTYYA
DPAWFAYWGQ
FPEPVTVSWN
CNVNHKPSNT
TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSRDELT
SDGSFFLYSK

ID. SECV. NR.: 6 (Lant usor (LC) MORAb-003)

koL
=R e

M2 =k
C:oon
=k

DIQLTQSPSS
GTSNLASGVP
FGOGTKVELK
WKVDNALQSG
HOGLSSPVTK

LSASVGDRVT
SRFSG3GSGT
RIVAAPSVEL
N3QESVTEQD
SENRGEC

ITC3VS331IS
DYTFTISSLQ
FPPSDEQLES
SKDSTYSLSS

VOPGRSLRLS
DSVKGRFAIS
GTPVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKKVEPKS
TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNQVSLTCLV
LTVDKSRWQQ

SNNLHWYQQOK
PEDIATYYCQ
GTASYVVCLLN
TLTLSKADYE

CSASGETESG
RDNAKNTLFL
TKGPSVEPLA
FPAVLOSSGL
CDKTHTCPEPC
DPEVKENWYV
KCKVSENKALP
KGFYPSDIAV
GNVEFSC3VMH

PGKAPKPWIY
QWSSYPYMYT
NEYEREARKVQ
KHKVYACEVT

ID. SECV. NR.: 7 (CDR1 LC MORAb-003; Kabat): SVSSSISSNNLH

ID. SECV. NR.: 8 (CDR2 LC MORAb-003: Kabat): GTSNLAS

ID. SECV. NR.: 9 (CDR3 LC MORAb-003; Kabat): QQWSSYPYMYT

ID. SECV. NR.: 10 Secventi de aminoacizi pre-proteicd de lungime completd a lantului usor

MORAD-003 (secventa lider subliniatd)

1 MGWSCIILFL VATATGVHSD IQLTQSPSSL SASVGDRVII TCSVSSS1ISS
51 NNLHWYQQKEP GKAPKPWIYS TSNLASGVES RESGSGSGTD YTFTISSLOP
161 EDIATYYCQQ WSSYPYMYTF GQGTKVEIKR TVAAFSVFIF PPSDEQLKSG
is1 TASVVCLLNN EYPREAKVOW KVDNALQSGN SQESVTEQDS KDSTYSLSST
201 LTLSKADYEK HEVYACEVTH QGLSSPVTKS FNRGEC

ID. SECV. NR.: 11 (nt HC MORADb-003)
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1 ATGGGATGGA GCTGTATCAT CCTCTTCTTG GTAGCAACAG CTACAGGTGT
51 CCACTCCGAG GTCCAACTGG TGGAGAGCGG TGGAGGTGTT GTGCAACCTG
161 GCCGGTCCCT GCGCCTGTCC TGUTCCGCAT CTGGCTTCAC CTTCAGCGGC
151 TATGGGTTGET CTTGGGTGAG ACAGGCACCT GGAAAAGGTC TTGAGTGGGET
201 TGCAATGATT AGTAGTGGTG GTAGTITATAC CTACTATGCA GACAGTGTGA
251 AGGGETAGATT TGCAATATCG CGAGACAACG CCAAGARCAC ATTGTTCCTG
301 CAAATGGACA GCCTGAGACC CGAAGACACC GGGGTCTATT TTTGTGCAAG
351 ACATGGGGAC GATCCCGCCT GGTTCGCTTA TTGEGGGCCARD GGGACCCCGGE
441 TCACCGTCTC CTCAGCCTCC ACCAAGGGCC CATCGGTCTT CCCCCTGGCA
451 CCCTCCTCCA AGAGCACCTC TGGGGEGCACA GCGGCCCTGE GCTGCCTGGET
501 CAMGGACTAC TTCCCCGAAC CGGTGACGGET GTCGTGGAAC TCAGGCGCCC
=51 TGACCAGCGG CGTGCACACC TTCCCGGCTG TCCTACAGTC CTCAGGACTC
el TACTCCCTCA GCAGCGTGGET GACCGTGCCC TCCAGCAGCT TGGGCACCCA
651 GACCTACATC TGCAACGTGA ATCACAAGCC CAGCAACACC AAGGTGGACA
701 AGAAAGTTGA GCCCAAATCT TGTGACAAARA CTCACACATG CCCACCGIGC
751 CCAGCACCTG AACTCCTGGG GGGACCGTCA GTCTTICCTCT TCCCCCCAAA
801 ACCCAAGGAC ACCCTCATGA TCTCCCGGAC CCCTGAGGTC ACATGCGTGG
851 TGGTGGACGT GAGCCACGAA GACCCTGAGG TCAAGTTCAA CTGGTACGTG
901 GACGGCGTGE AGGTGCATAA TGCCAAGACA AAGCCGCGGG AGGAGCAGTA
G571 CAACAGCACG TACCGTGTGG TCAGCGTCCT CACCGTCCTG CACCAGGACT
1051 GGCTGAATGG CAAGGAGTAC AAGTGCAAGG TCTCCAACAA AGCCCTCCCA
1051 GCCCCCATCG AGAADACCAT CTCCAAAGCC AAAGGGCAGC CCCGAGAACC
1161 ACAGGTGTAC ACCCTGCCCC CATCCCGGGA TGAGCTGACLC AAGAACCAGG
1151 TCAGCCTGAC CTGCCTGGTC AAAGGCTTCT ATCCCAGCGA CATCGCCGTS
1201 GAGTGGGAGA GCAATGGGCA GCCGGAGAAC AACTACAAGA CCACGCCTCC
iz251 CGTGCTGGAC TCCGACGGCT CCTTCTTCTT ATATTCAAAG CTCACCGTGG
1301 ACAAGAGCAG GTGGCAGCAG GGGAACGTCT TCTCATGCTC CGTGATGCAT
1351 GAGGCTCTGC ACAACCACTA CACGCAGAAG AGCCTCTCCC TGTCTCCCGG
1401 GAMATGA
ID. SECV. NR.: 12 (nt LC MORADb-003)
1 ATGGGATGGA GCTGTATCAT CCTCTTCTTG GTAGCAACAG CTACAGGTGT
51 CCACTCCGAC ATCCAGCTGA CCCAGAGCCC AAGCAGCCTG AGCGCCAGCG
101 TCGGGTGACAG AGTGACCATC ACCTGTAGTG TCAGCTCAAG TATAAGTTCC
151 AACAACTTGC ACTGGTACCA GCAGAAGUCA GGTAAGGCTC CAAAGCCATG
201 GATCTACGGC ACATCCAACC TGGCTTCTGG TGTGCCAAGC AGATTCAGCG
251 GTAGCGGTAG CGGTACCGAC TACACCTTCA CCATCAGCAG CCTCCAGCCA
301 GAGGACATCG CCACCTACTA CTGCCAACAG TGGAGTAGTT ACCCGTACAT
351 GTACACGTTC GGCCAAGGGA CCAAGGTGGA AATCAAACGA ACTGTGGCTG
401 CACCATCTGT CTTCATCTTC CCGCCATCTG ATGAGCAGTT GAAATCTGGA
401 ACTGCCTCTG TTGTGTGCCT GCTGAATAAC TTCTATCCCA GAGAGGCCAA
501 AGTACAGTGG AAGGTGGATA ACGCCCTCCA ATCGGGTAAC TCCCAGGAGA
551 GTGTCACAGA GCAGGACAGC AAGGACAGCA CCTACAGCCT CAGCAGCACC
G0L CTGACGCTGA GCAAAGCAGA CTACGAGAAR CACAAAGTCT ACGCCTGCGA
chi AGTCACCCAT CAGGGCCTGA GCTCGCCCGT CACAAAGAGC TTCAACAGGG
7oL GAGAGTGTTA A
ID. SECV. NR.: 13 (CDR1 HC MORAD-003; IMGT): GFTFSGYG
ID. SECV. NR.: 14 (CDR2 HC MORAD-003; IMGT): ISSGGSYT
ID. SECV. NR.: 15 (CDR3 HC MORAD-003; IMGT): ARHGDDPAWFAY
ID. SECV. NR.: 16 (CDR1 LC MORAD-003; IMGT): SSISSNN
ID. SECV. NR.: 17 (CDR2 LC MORAD-003; IMGT): GTS
ID. SECV. NR.: 18 (CDR3 LC MORADB-003; IMGT): QQWSSYPYMYT
ID. SECV. NR.: 19 (FRA uman)
1 magrmttqgll 1lllvwvavvg eagtriawar tellnvermna khhkekpgpe
61 rknaccstnt sqeahkdvsy lyrfnwnhcg emapackrhf igdtclyecs
121 dgswrkervl nvplckedce gwwedcrtsy toksnwhkgw nwtsgfnkcea
181 vfptptvlcen eiwthsykvs nysrgsgreci gmwfdpaggn pneevarfya
241 awpfllslal mllwlls

ID. SECV. NR.: 20 (nucleotidi de FRA uman)

dklhegcrpw
pnlgpwiggv
vgaacagpfhf
aamsgagpwa



1
61
121
181
241
301
36l
421
4e1
541
601
c6l
721
781
841
901
g6l

cattccttgg
acaacacagc
attgcatggg
aagccaggceco
tgttctacca
tggaaccact
ctctacgagt
aaagagcggd
tgtcgcacct
tttaacaagt
actgttetgt
agtggeccgeot
gcgaggttet
cttagcctgyg
ctggaaatee
tegggectet
ttggaaaaaa
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tgccactgac
tgctgcteot
ccaggactga
ccgaggacaa
acaccagcca
gtggagagat
gctcocccccaa
tactgaacgt
cctacacctg
gegcagtggg
gcaatgaaat
gcatccagat
atgctgecage
ccctaatget
ctgcectgtt
gacagecact
aaaaaaaaaa

cacagctctt
tctagtgtygg
gcttcteocaat
gttgcatgag
ggaagcccat
ggcacctgca
cttggggccce
gecoccoctgtge
caagagcaac
agcktgcctge
ctggacteac
gtggttcgac
catgagtggg
gctgtggetyg
cagcooocaca
ttgaataaac
aa

170

tettcaggga
gtggctgtag
gtctgcatga
cagtgtcgac
aaggatgttt
tgcaaacggc
tggatccage
aaagaggact
tggcacaagg
caacctttce
tectacaagg
ccagoccagd
gotgggecot
ctcagctgac
geteccaact
cagacaccge

cagacatggc

taggggaggc
acgccaagca

cctggaggaa
cctacctata
atttcatcca
aggtggatca
gtgagcaatyg
gctggaactg
atttctactt
tecageaacta
gcaaccccaa
gggcagcctyg
ctccttttac
atttggttce
acatgtgtct

tcagcggatyg
tcagacaagg
ccacaaggaa
gaatgcctgce
tagattcaac
ggacacctgc
gagctggege
gtgggaagat
gacttcaggg
ccccacacco
cagecgadggg
tgaggaggtg
gcoctttectg
cttctgatac
tgcetecatyy
tgagaattat

ID. SECV. NR.: 21 (her2 uman)

1
cl
121
1e1
241
301
361
421
481
541
GO0l

66l
721

781
841
S01
g6l
1021
1081
1141
1201

melaalcrwg
eltylptnas
dplnnttpvt
ltlidtnrsr
aagctygpkhs
ynylstdvgs
igefagckki
dlsviqgnlgv
pwdglfrnph
veecrvlggl
psgvkpdlsy

illvvvlgvv
rkvkvlgsga

yvsrllgicl
lvhrdlaarn
hgsdvwsygv
idsecrprfr
eeylvpqyggf
agsdvidgdl
ngpdvrpgpp
ggaapgphpp

11lallppga
lsflgdigew
gaspgglrel
achpospmck
delaclhfnh
ctlwveplhng
fgslaflpes
irgrilhnga
gallhtanrp
preyvnarhc
mplwkfpdee

fgilikrrgg
fgtvykgiwi

tstvglvtgl
vlvkspnhvk
tvwelntfga
elvsefsrma
fepdpapgag
gmgaakglgs
spregplpaa
pafspafdnl

astqvctgtd
qgyvliahng
glrslteilk
gsrcwgesse
sgicelhcpa
evtaedgtgr
fdgdpasnta
ysltlgglgi
edecvgegla
lpchpecgpg
gacgpcpinc

kirkytmrrl
pdgenvkipwv

mpygclldhv
itdfglarll
kpydgipare
rdpgrfvviqg
gmvhhrhrss
lpthdpsplyg
rpagatlerp

yywdgdpper

ID. SECV. NR.: 22 (nucleotidi de her2 uman)

mklrlpaspe
vrgvplgrlr
ggvligrnpg
degsltrtve
lvtyntdtfe
cekcskpcar
plgpeglgvf
swlglrslre
chglcarghc
ngsvtcfgpe
thscvdlddk

lgetelvepl
aikvlrents

renrgrlgsyg
dideteyhad
ipdllekger
nedlgpaspl
strsgggdlt
rysedptvpl
ktlspgkngv
gappstfkgt

thldmlrhly
ivrgtglfed
leygdtilwk
aggcarckgp
smpnpedryt
voyglgmehl
etleeitgyl
lgsglalihh
wgpgptgovn
adgcvacahy
gcpaegrasp

tpsgampnga
pkankeilde

dllnwcmgia
ggkvpilkwna
lpgppictid
dstfyrslle
lglepseeea
psetdgyvap
vkdviafgga
ptaenpeylg

qgegvvggnl
nyalavldng
difhknngla
lptdcechege
fgascvtacp
revravtsan
yisawpdslp
nthlcfvhty
csgflrggec
kdppfcvarc
ltsiisavvg

qmrilketel
ayvmagvgsp

kgmsyledvr
lesilrrrft
vymimvkcwm
dddmgdlvda
prsplapseg
ltespagpeyv
venpeyltpg
ldvpv



cl
121
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
41
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1lsel
1621

ATGGAGCTGG
GCGAGCACCC
ACCCACCTGG
GAACTCACCT
CAGGGCTACG
ATTGTGCGAG
GACCCGCTGA
CAGCTTCGAA
CTCTGCTACC
CTCACACTGA
GGCTCCCGCT
GCCGGTGGCT
GCTGCCGGCT
AGTGGCATCT
TCCATGCCCA
TACAACTACC
GAGGTGACAG
GTGTGCTATG
ATCCAGGAGT
TTTGATGGGG
GAGACTCTGG
GACCTCAGCG
TACTCGCTGA
CTGGGCAGTG
CCCTGGGACC
GAGGACGAGT
TGGGGTCCAG
GTGGAGGAAT
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CGGCCTTGTG
AMGTGTGCAC
ACATGCTCCG
ACCTGCCCAC
TGCTCATCGC
GCACCCAGCT
ACAATACCAC
GCCTCACAGA
AGGACACGAT
TAGACACCAA
GCTGGGGAGA
GTGCCCGCTG
GCACGGGCCC
GTGAGCTGCA
ATCCCGAGGG
TTTCTACGGA
CAGAGGATGG
GTCTGGGCAT
TTGCTGGCTG
ACCCAGCCTC
AMGAGATCAC
TCTTCCAGAA
CCCTGCAAGG
GACTGGCCCT
AGCTCTTTCG
GTGTGGGCGA
GGCCCACCCA
GCCGAGTACT

CCGCTGGGGG
CGGCACAGAC
CCACCTCTAC
CAATGCCAGC
TCACAACCAA
CTTTGAGGAC
CCCTGTCACA
GATCTTGAAR
TTTGTGGAAG
CCGCTCTCGG
GAGTTCTGAG
CAAGGGGCCA
CAAGCACTCT
CTGCCCAGCC
CCGGTATACA
CGTGGGATCC
AACACAGCGG
GGAGCACTTG
CAAGAAGATC
CAACACTGCC
AGGTTACCTA
CCTGCAAGTA
GCTGGGCATC
CATCCACCAT
GAACCCGCAC
GGGCCTGGCC
GTGTGTCAAC
GCAGGGGCTC

CTCCTCCTCG
ATGAAGCTGC
CAGGGCTGCC
CTGTCCTTCC
GTGAGGCAGG
AACTATGCCC
GGGGCCTCCC
GGAGGGGTCT
GACATCTTCC
GCCTGCCACC
GATTGTCAGA
CTGCCCACTG
GACTGCCTGG
CTGGTCACCT
TTCGGCGCCA
TGCACCCTCG
TGTGAGAAGT
CGAGAGGTGA
TTTGGGAGCC
CCGCTCCAGC
TACATCTCAG
ATCCGGGGAC
AGCTGGCTGG
AACACCCACC
CAAGCTCTGC
TGCCACCAGC
TGCAGCCAGT
CCCAGGGAGT

CCCTCTTGCC
GGCTCCCTGC
AGGTGGTGCA
TGCAGGATAT
TCCCACTGCA
TGGCCGTGCT
CAGGAGGCCT
TGATCCAGCG
ACAAGAACAA
CCTGTTCTCC
GCCTGACGCS
ACTGCTGCCA
CCTGCCTCCA
ACAAMCACAGA
GCTGTGTGAC
TCTGCCCCCT
GCAGCAAGCC
GGGCAGTTAC
TGGCATTTCT
CAGAGCAGCT
CATGGCCGGA
GAATTCTGCA
GGCTGCGCTC
TCTGCTTCGT
TCCACACTGC
TGTGCGCCCG
TCCTTCGGGG
ATGTGAATGC

CCCCGGAGCC
CAGTCCCGAG
GGGAAACCTG
CCAGGAGGTG
GAGGCTGCGG
AGACAATGGA
GCGGGAGCTG
GAACCCCCAG
CCAGCTGGCT
GATGTGTAAG
CACTGTCTGT
TGAGCAGTGT
CTTCAACCAC
CACGTTTGAG
TGCCTGTCCC
GCACAACCAA
CTGTGCCCGA
CAGTGCCAAT
GCCGGAGAGC
CCAAGTGTTT
CAGCCTGCCT
CAATGGCGCC
ACTGAGGGARA
GCACACGGTG
CAACCGGCCA
AGGGCACTGC
CCAGGAGTGC
CAGGCACTGT



10

15

1681
1741
1e01
1861
1921
1881
2041
2101
Zlel
2221
2281
2341
2401
246l
2521
2581
z2641
2701
276l
2821
2881
25471
3001
3061
31z1
3181
3241
3301
336l
3421
3481
3541
3601
366l
3721

TTGCCGTGCC
GCTGACCAGT
CCCAGCGGTG
GGCGCATGCC
GGCTGCCCCG
ATTCTGCTGG
AMGATCCGGA
ACACCTAGCG
AGGAAGGTGA
CCTGATGGGG
CCCAAAGCCA
TATGTCTCCC
RTGCCCTATG
GACCTGCTGA
CTCGTACACA
ATTACAGACT
GGGGGCARGG
CACCAGAGTG
AMACCTTACG
CTGCCCCAGC
ATTGACTCTG
AGGGACCCCC
GACAGCACCT
GAGGAGTATC
GGCATGGTCC
CTAGGGCTGG
GCTGGCTCCG
CTCCCCACAC
CCCTCTGAGA
AMCCAGCCAG
CGACCTGCTG
GTCAAAGACG
GGAGGAGCTG
TATTACTGGG
CCTACGGCAG
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ACCCTGAGTG
GTGTGGCCTG
TGARACCTGA
AGCCTTGCCC
CCGAGCAGAG
TCGTGGTCTT
AGTACACGAT
GAGCGATGCC
AGGTGCTTGG
AGAATGTGAA
ACAPAMGAAAT
GCCTTCTGGG
GCTGCCTCTT
ACTGGTGTAT
GGGACTTGGC
TCGGGCTGGC
TGCCCATCAA
ATGTGTGGAG
ATGGGATCCC
CCCCCATCTG
AATGTCGGCC
AGCGCTTTGT
TCTACCGCTC
TGGTACCCCA
ACCACAGGCA
AGCCCTCTGA
ATGTATTTGA
ATGACCCCAG
CTGATGGCTA
ATGTTCGGCC
GTGCCACTCT
TTTTTGCCTT
CCCCTCAGCC
ACCAGGACCC
AGAACCCAGA

TCAGCCCCAG
TGCCCACTAT
CCTCTCCTAC
CATCAACTGC
AGCCAGCCCT
GGGGGTGETC
GCGGAGACTG
CAACCAGGCG
ATCTGGCGCT
AATTCCAGTG
CTTAGACGAA
CATCTGCCTG
AGACCATGTC
GCAGATTGCC
CGCTCGGAAC
TCGGCTGCTG
GTGGATGGCG
TTATGGTGTG
AGCCCGGGAG
CACCATTGAT
AAGATTCCGG
GGTCATCCAG
ACTGCTGGAG
GCAGGGCTTC
CCGCAGCTCA
AGAGGAGGCC
TGGTGACCTG
CCCTCTACAG
CGTTGCCCCC
CCAGCCCCCT
GGAAAGGCCC
TGGGGGETGCC
CCACCCTCCT
ACCAGAGCGG
GTACCTGGGT

AATGGCTCAG
AAGGACCCTC
ATGCCCATCT
ACCCACTCCT
CTGACGTCCA
TTTGGGATCC
CTGCAGGAAA
CAGATGCGGA
TTTGGCACAG
GCCATCAARG
GCATACGTGA
ACATCCACGG
CGGGAARACC
AAGGGGATGA
GTGCTGGTCA
GACATTGACG
CTGGAGTCCA
ACTGCTGTGGG
ATCCCTGACC
GTCTACATGA
GAGTTGGTGT
AATGAGGACT
GACGATGACA
TTCTGTCCAG
TCTACCAGGA
CCCAGGETCTC
GGAATGGGGG
CGGTACAGTG
CTGACCTGCA
TCGCCCCGAG
AAGACTCTCT
GTGGAGAACC
CCTGCCTTCA
GGGGCTCCAC
CTGGACGTGC

TGACCTGTTT
CCTTCTGCGT
GGAAGTTTCC
GTGTGGACCT
TCATCTCTGC
TCATCAAGCG
CGGAGCTGGT
TCCTGAAAGA
TCTACAAGGG
TGTTGAGGGA
TGGCTGGTGT
TGCAGCTGGT
GCGGACGCCT
GCTACCTGGA
AGAGTCCCAA
AGACAGAGTA
TTCTCCGCCG
AGCTGATGAC
TGCTGGAAMA
TCATGGTCAA
CTGAATTCTC
TGGGCCCAGC
TGGGGGACCT
ACCCTGCCCC
GTGGCGGETGG
CACTGGCACC
CAGCCAAGGG
AGGACCCCAC
GCCCCCAGCC
AGGGCCCTCT
CCCCAGGGAA
CCGAGTACTT
GCCCAGCCTT
CCAGCACCTT
CAGTGTGA

TGGACCGGAG
GGCCCGCTGC
AGATGAGGAG
GGATGACAAG
GGTGGTTGGEC
ACGGCAGCAG
GGAGCCGCTG
GACGGAGCTG
CATCTGGATC
AAACACATCC
GGGCTCCCCA
GACACAGCTT
GGGCTCCCAG
GGATGTGCGG
CCATGTCAAA
CCATGCAGAT
GCGGTTCACC
TTTTGGGGCC
GGGGGAGCGG
ATGTTGGATG
CCGCATGGCC
CAGTCCCTTG
GGTGGATGCT
GGGCGCTGGEG
GGACCTGACA
CTCCGAAGGG
GCTGCARAGC
AGTACCCCTG
TGAATATGTG
GCCTGCTGCC
GAATGGGGTC
GACACCCCAG
CGACAACCTC
CAARGGGACA
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LISTA DE SECVENTE

<110> EISAI CO., LTD.

EISAI INC.

MORPHOTEK, INC.

<120> CONJUGATI ANTICORP-MEDICAMENT PE BAZA DE ERIBULINA SI METODE DE
UTILIZARE

<130> 08061,0024-00304

<140> PCT/US2017/020529

<141> 02-03-2017

<150> 62/302,562

<151> 02-03-2016

<160> 368

<170> Patentln versiunea 3.5

210> 1

<211> 449

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursi

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 1
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr
20 25 30

Gly Leu Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly 1Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Met Tle Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

Lys Gly Arg Phe Ala Tle Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Phe
65 70 75 80

Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Gly Val Tyr Phe Cys
85 S0 S5

Ala Arg His Gly Asp Asp Pr¢ Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Pro Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr 1ys Gly Pro Ser Val Phe
115 120 125
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Pro Leu Ala Proc Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 140

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn vVal Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
219 215 220

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 240

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr val Asp Gly Vval Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lvs Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Prc¢ Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
370 375 380



10

15

20

25

30

35

Ser Asn Gly Gln
385

Asp Ser Asp Gly

Ser Arg Trp Gln
420

Ala Leu His Asn
435

Lys

<210> 2
<211>5
<212> PRT

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Pro Glu
390

Ser Phe
405

Gln Gly

His Tyr

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

Asn Asn

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln
440

175

Tyr Lys

Tyr Ser
410

Phe Ser
425

Lys Ser

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Thr Pro Pro Val Leu
400

Leu Thr Val Asp Lys
4153

Ser vVal Met His Glu
430

Ser Leu Ser Pro Gly
445

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 2

Gly Tyr Gly Leu Ser

1

<210> 3
<211> 17
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 3

Met Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1

Gly
<210> 4
<211> 10
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

10

15

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 4

His Gly Asp Asp Pro Ala Trp Phe Ala Tyr

1

<210> 5
<211> 468
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

10

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 5



Met

Val

Pro

Ser

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser

145

Ala

val

Gly

His

Gly

Gly

50

Trp

Ser

Leu

Phe

Gln

130

val

Ala

Ser

Trp

Ser

Arg

Tyr

Val

vVal

Phe

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Ser

Glu

20

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn
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Cys

Val

Leu

Leu

Met

Gly

85

Gln

Arg

Pro

Leu

Cys

165

Ser

Ile

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met

His

val

Ala

150

Leu

Gly

Ile

Leu

Leu

Trp

55

Ser

Phe

Asp

Gly

Thr

135

Pro

Val

Ala

Leu

Val

Ser

40

Val

Ser

Ala

Ser

Asp

120

Val

Ser

Lys

Leu

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

176

Leu

10

Ser

Ser

Gln

Gly

Ser

S0

Arg

Pro

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Pro

Ala

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Ala

Gly

Ser

Pro

&0

Tyr

Asp

Glu

Trp

Ser

140

Thr

Pro

val

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

125

Thr

Ser

Glu

His

Ala

Val

30

FPhe

Lys

Tyr

Ala

Thr

110

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

Thr

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Gly

Tyr

Gly

Gly

val

175

Phe

Gly

Gln

Phe

Len

Ala

80

Asn

val

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro
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180 185 1380

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
195 200 205

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
210 215 220

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
225 230 235 240

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
245 250 255

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
260 265 270

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
275 280 285

Hig Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
290 285 300

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr
305 310 315 320

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn
325 330 335

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
340 345 350

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
355 360 365

val Tyr Thr Leu Prc Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
370 375 380

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
385 390 395 400

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
405 410 415

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
420 425 430

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
435 440 445

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
450 455 460

Ser Pro Gly Lys
465

<210> 6

<211> 217



10

15

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 6
Asp Tle Gln Leu

1

Asp

Asn

Ile

Gly

65

Pro

Tyr

val

Lys

Arg
145

Asn

Ser

Lys

Thr

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Met

Ala

Ser

130

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
210

<210> 7

<211> 12
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 7
Ser Val Ser Ser Ser Ile Ser Ser Asn Asn Leu His

1

<210> 8

Val

His

35

Gly

Gly

Asp

Tyr

Ala

115

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

195

Ser

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ile

Thr

100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

180

Ala

Phe
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Thr Gln Ser

5

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Phe

8Ser

Ala

Val

Ser

165

Thr

Cys

Asn

5

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Val

Ser

Gln
150

val

Leu

Glu

Arg

Cys

Gln

Leu

Asp

Tyr

Gln

Phe

Val

135

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
215

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Gly

Ile

120

val

Lys

Glu

Leu

Thr

200

Glu

Ser

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

105

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

185

His

Cys

178

Ser Leu Ser Ala Ser

10

Ser

Gly

Gly

Phe

Gln

90

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

170

Lys

Gln

10

Ser

Lys

val

Thr

75

Gln

val

Pro

Leu

Asn
155

Ser

Ala

Gly

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Glu

Ser

Asn

140

Ala

Tys

Asp

Leu

Tle

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Ile

Asp

125

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
205

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Ser

Lys

110

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu
130

Ser

val

15

Ser

Pro

Phe

Leu

Tyr

95

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr
175

Lys

Pro

Gly

Asn

Trp

Ser

Gln

80

Pro

Thr

Len

Pro

Gly
160

Tyr

His

Val



10

15

20

25
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211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 8

Gly Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1 5

<210>9

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 9

Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Tyr Met Tyr Thr
1 5 10
<210> 10

<211> 236

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 10



10

Met

val

Ser

Ser

Lys

65

Arg

Ser

Ser

Lys

Glu

145

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
225

Gly

His

val

Ser

Pro

Phe

Leu

Tyr

Arg

130

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys
210

Pro

<210> 11
<211> 1407
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"
<400> 11

Trp

Ser

Gly

35

Asn

Trp

Ser

Gln

Pro

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

195

His

Val

Ser

Asp

20

Asp

Asn

Tle

Gly

Pro

100

Tyr

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

Lys

Thr

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Cys

Ile

Arg

Leu

Tyr

Ser

Glu

Met

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Lau

val

Lys

Ile

Gln

val

His

Gly

70

Gly

Asp

Tyr

Ala

Gly

150

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
230

Ile

Len

Thr

Trp

55

Thr

Ser

Ile

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala
215

Phe

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

120

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

200

Cys

Asn

180

Phe Leu
10

Gln Ser
25

Thr Cys

Gln Gln

Asn Leu

Thr Asp

Thr Tyr

105

Gly Gln

val Phe

Ser val

Gln Trp

170

Val Thr
185

Leu Thr

Glu val

Arg Gly

val

Pro

Ser

Lys

Ala

75

Tyr

Tyr

Gly

Ile

val

155

Lys

Glu

Leu

Thr

Ala

Ser

val

Pro

60

Ser

Thr

Cys

Thr

Phe

140

Cys

val

Gln

Ser

His
220

Glu Cys

235

Thr

Ser

Ser

45

Gly

Gly

Phe

Gln

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

205

Gln

Ala

Leu

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

val

Pro

Leu

Asn

Ser

190

Ala

Gly

Thr

15

Ser

Ser

Ala

Pro

Ile

Trp

Glu

Ser

Asn

Ala

175

Lys

Asp

Leu

Gly

Ala

Ile

Pro

Ser

80

Ser

Ser

Ile

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr

Ser



10

atgggatgga
gtecaactgg
tgeteogeat
ggaaaaggte
gacagtgtga
caaatggaca
gatccegect
accaagggcc
geggecctgg
tcaggegecce
tactccecctea
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtettectet
acatgegtgg
gacggcgtgg
taccgtgtgyg
aagtgcaagg
aaagggcage
aagaaccagg
gagtgggaga
toccgacgget

gggaacgtct

agcctectece
<210> 12
<211> 711
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

gctgtatecat
tggagagecgg
ctggetteac
ttgagtgggt
agggtagatt
gectgagace
ggttagetta
categgtett
getgoctggt
tgaccagegg
gcagcgtggt
atcacaagec
ctcacacatg
tccecccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tcteocaacaa
ccegagaacc
tcagcctgac
gcaatgggca
cettettett

tcteatgete

tgtcteecgg

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 12

cctettettyg
tggaggtgtt
cttecagegge
tgeaatgatt
tgcaatatcg
cgaagacacc
ttggggeocaa
cccoctggea
caaggactac
cgtgcacace
gacecgtgccece
cagcaacacce
cccacegtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtectg
agcccteocca
acaggtgtac
ctgectggtce
gccggagaac
atattcaaag

cgtgatgeat

gaaatga

181

gtagcaacag
gtgcaacctg
tatgggttgt
agtagtggtyg
cgagacaacg
ggggtetatt
dgggaccecgy
cccteocteca
ttoccoegaac
tteoceggetg
tccageaget
aaggtggaca
ccageacetg
acccteatga
gaccectgagg
aageegeggg
caccaggact
geeccecateg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcacegtgg

gaggctetge

ctacaggtgt
goeggteoct
cttgggtgag
gtagttatac
ccaagaacac
tttgtgcaag
tcaccgteta
agagcaccte
cggtgacggt
tactacagte
tgggcaccca
agaaagttga
aactcctggg
toteoceggac
tcaagtteaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcceggga
atceccagega
ccacgcectee
acaagagcag

acaaccacta

ccactccgag
gegectgtec
acaggcacct
ctactatgea
attgttcctg
acatggggac
ctcageetee
tgggggcaca
gtagtggaac
ctecaggacte
gacctacatc
goccaaatcet
gggaccgtea
cactgaggte
ctggtacgtyg
caacagcacg
caaggagtac
ctocaaagee
tgagctgace
catcgeegtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaag

60

120

1380

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



10

15

20

25

30

35

40

atgggatgga
atccagetga
acctgtagtg
ggtaaggete
agattecageg
gaggacatcg
ggccaaggga
cagecatotyg
ttotatececa
tcccaggaga
ctgacgetga

cagggectga
<210> 13
<211> 8
<212> PRT

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

gctgtatcat
cccagageod
tcagectcaag
caaagcocatyg
gtagceggtag
ccacctacta
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
geaaagcaga

getegeeegt

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

cctcttettg
aagcagectyg
tataagttce
gatctacgge
cggtacegac
ctgocaacag
aatcaaacga
gaaatcetgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

182

gtagcaacag
agegecageyg
aacaacttge
acatccaacc
tacaccttea
tggagtagtt
actgtggctg
actgectetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtcet

ttcaacaggg

ctacaggtgt
tgggtgacag
actggtacca
tggeottetgyg
ccatcageaqg
accegtacat
caccatctgt
ttgtgtgect
acgeccteca
cctacagect
acgectgega

gagagtgtta

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 13

Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Gly

1

<210> 14
<211> 8
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 14

Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr

1

<210> 15
<211> 12
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 15

Ala Arg His Gly Asp Asp Pro Ala Trp Phe Ala Tyr

1

<210> 16
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici

<400> 16

Ser Ser Ile Ser Ser Asn Asn

1

<210> 17
<211> 3
<212> PRT

5

10

ccactccgac
agtgaccate
gcagaagcca
tgtgecaage
cotecageca
gtacacgtte
cttcatcttc
gatgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcaccceat

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

711
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15

20
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183

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 17

Gly Thr Ser

1

<210> 18

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 18

Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Tyr Met Tyr Thr

1 5 10
<210> 19

<211> 257

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19



Met

Ala

Leu

Pro

Cys

65

Leu

Lys

Leu

val

Asp

145

Asn

Pro

Trp

Cys

val

225

Ala

Ser

Ala

val

Leu

Glu

Cys

Tyr

Arg

Gly

Leu

130

Cys

Trp

Phe

Thr

Ile
210

Ala

Trp

<210> 20
<211> 982

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 20

Gln

val

Asn

35

Asp

Ser

Arg

His

Pro

115

Asn

Arg

Thr

His

His

195

Gln

Arg

Pro

Arg

Gly

20

val

Lys

Thr

Phe

Phe
100

Trp

val

Thr

Ser

Phe

180

Ser

Met

Phe

Phe
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Met

Glu

Cys

Leu

Asn

Asn

Ile

Ile

Pro

Ser

Gly

165

Tyr

Tyr

Trp

Tyr

Leu
245

Thr

Ala

Met

His

Thr

70

Trp

Gln

Gln

Leu

Tyr

150

FPhe

Phe

Lys

Phe

Ala
230

Leu

Thr

Gln

Asn

Glu

Ser

Asn

Asp

Gln

Cys

135

Thr

Asn

Pro

Val

Asp
215

Ala

Ser

Gln

Thr

Ala

40

Gln

Gln

His

Thr

val

120

Lys

Cys

Lys

Thr

Ser

200

Pro

Ala

Leu

Leu

Arg

25

Lys

Cys

Glu

Cys

Cys

105

Asp

Glu

Lys

Cys

Pro

185

Asn

Ala

Met

Ala

184

Leu

10

Ile

His

Arg

Ala

Gly

Leu

Gln

Asp

Ser

Ala

170

Thr

Tyr

Gln

Ser

Leu
250

Leu

Ala

His

Pro

His

75

Glu

Tyr

Ser

Cys

Asn

155

val

Val

Ser

Gly

Gly
235

Met

Leau

Trp

Lys

Trp

60

Lys

Met

Glu

Trp

Glu

140

Trp

Gly

Lau

Arg

Asn
220

Ala

Leu

Leu

Ala

Glu

45

Arg

Asp

Ala

Cys

Arg

125

Gln

His

Ala

Cys

Gly

205

Pro

Gly

Leu

val

30

Lys

Lys

Val

Pro

Ser

110

Lys

Trp

Lys

Ala

Asn

120

Ser

Asn

Pro

Trp

Trp

15

Thr

FPro

Asn

Ser

Ala

Pro

Glu

Trp

Gly

Cys

175

Glu

Gly

Glu

Trp

Leu
255

val

Glu

Gly

Ala

Tyr

80

Cys

Asn

Arg

Glu

Trp

160

Gln

Ile

Arg

Glu

Ala
240

Leu



cattcettgg
acaacacagc
attgcatggy
aagccaggece
tgttctaceca
tggaaccact
ctectacgagt
aaagagcggg
tgtcgcacct
tttaacaagt
actgttetgt
agtggccget
gcgaggttcet
cttagcctgg
ctggaaatcc
tcgggcectct

ttggaaaaaa
<210> 21
<211> 1255
<212> PRT

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgccactgac
tgctgctect
ccaggactga
cogaggacaa
acaccagcca
gtggagagat
gocteccccocaa
tactgaacgt
cctacacctg
gcegeagtggg
gcaatgaaat
geatccagat
atgectgeage
ccctaatget
ctgcecctgtt
gacagccact

aaaaaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 21

cacagctctt
tctagtgtgg
gcttctecaat
gttgecatgag
ggaagcccat
ggcacctgce
cttggggece
gccectgtge
caagagcaac
agctgecetge
ctggactcac
gtggttcgac
catgagtggg
gctgtggctyg
cagcceccaca
ttgaataaac

aa

185

tecttcaggga
gtggctgtag
gtctgeatga
cagtgtcogac
aaggatgttt
tgcaaacgge
tggateccage
aaagaggact
tggcacaagg
caacctttee
tactacaagg
ceageccagyg
gotgggecct
ctcagectgac
gctcccaact

cagacaccgce

Met Glu Leu Ala Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu

1

5

10

cagacatggc
taggggaggc
acgccaagca
cetggaggaa
cctacctata
atttecateca
aggtggatca
gtgagcaatg
gctggaactg
atttctactt
tcagecaacta
gcaaccccaa
gggcagectg
ctcecttttac
atttggttce

acatgtgtct

tcagcggatyg
tcagacaagg
ccacaaggaa
gaatgeetge
tagattcaac
ggacacctge
gagctggege
gtgggaagat
gacttcaggg
ccccacacee
cagcegaggyg
tgaggaggtyg
gectttectg
cttctgatac
tgctccatgg

tgagaattat

Leu Leu Ala Leu Leu

15

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860

982
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186

Pro Pro Gly Ala Ala Ser Thr Gln Val Cys Thr Gly Thr Asp Met Llys
20 25 30

Leu Arg Leu Pro Ala Ser Prc Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His
35 40 45

Leu Tyr Gln Gly Cys Gln Val Val Gln Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr
50 55 60

Leu Pro Thr Asn Ala Ser Leu Ser Phe Leu Gln Asp Ile Gln Glu Val
65 70 75 80

Gln Gly Tyr Val Leu Ile Ala His Asn Gln Val Arg Gln Val Pro Leu
85 90 95

Gln Arg Leu Arg Ile Val Arg Gly Thr Gln Leu Phe Glu Asp Asn Tyr
100 105 110

Ala Leu Ala Val Leu Asp Asn Gly Asp Pro Leu Asn Asn Thr Thr Pro
115 120 125

Val Thr Gly Ala Ser Pro Gly Gly Leu Arg Glu Leu Gln Leu Arg Ser
130 135 140

Leu Thr Glu Ile Leu Lys Gly Gly Val Leu Ile Gln Arg Asn Pro Gln
145 150 155 160

Leu Cys Tyr Gln Asp Thr Ile Leu Trp Lys Asp Ile Phe His Lys Asn
165 170 175

Asn Gln Leu Ala Leu Thr Leu Ile Asp Thr Asn Arg Ser Arg Ala Cys
180 185 190

His Pro Cys Ser Pro Met Cys Lys Gly Ser Arg Cys Trp Gly Glu Ser
195 200 205

Ser Glu Asp Cys Gln Ser lLeu Thr Arg Thr Val Cys Ala Gly Gly Cys
210 215 220

Ala Arg Cys Lys Gly Pro Leu Pro Thr Asp Cys Cys His Glu Gln Cys
225 230 235 240

Ala Ala Gly Cys Thr Gly Pro Lys His Ser Asp Cys Leu Ala Cys Leu
245 250 255

His Phe Asn His Ser Gly Ile Cys Glu Leu His Cys Pro Ala Leu Val



Thr

Tyr

Ser

305

Glu

Pro

Val

Lys

Pro

385

Glu

Asp

Gly

Gly

Leu

465

Pro

Ala

Tyr

Thr

290

Thr

val

Cys

Arg

Ile

370

Ala

Thr

Ser

Arg

Ile

450

Ala

Trp

Asn

Agn

275

Phe

Asp

Thr

Ala

Ala

355

Phe

Ser

Leu

Leu

Ile

435

Ser

Leu

Asp

Arg

260

Thr

Gly

val

Ala

Arg

340

Val

Gly

Asn

Glu

Pro

420

Leu

Trp

Ile

Gln

Pro
500
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Asp

Ala

Gly

Glu

325

Val

Thr

Ser

Thr

Glu

405

Asp

His

Leu

His

Leu

485

Glu

Thr

Ser

Ser

310

Asp

Cys

Ser

Leu

Ala

350

Ile

Leu

Asn

Gly

His

470

Phe

Asp

Fhe

Cys

285

Cys

Gly

Tyr

Ala

Ala

375

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

455

Asn

Arg

Glu

Glu

280

Val

Thr

Thr

Gly

Asn

360

Phe

Leu

Gly

val

Ala

440

Arg

Thr

Asn

Cys

265

Ser

Thr

Leu

Gln

Leu

345

Ile

Leu

Gln

Tyr

Phe

425

Tyr

Ser

His

Pro

Val
505

187

Met

Ala

val

Arg

330

Gly

Gln

Pro

Pro

Leu

410

Gln

Ser

Leu

Leu

His

490

Gly

Pro

Cys

Cys

315

Cys

Met

Glu

Glu

Glu

395

Tyr

Asn

Leu

Arg

Cys

475

Gln

Glu

Asn

Pro

300

Pre

Glu

Glu

Phe

Ser

380

Gln

Ile

Leu

Thr

Glu

460

Phe

Ala

Gly

Pro

285

Tyr

Leu

Lys

His

Ala

365

Phe

Leu

Ser

Gln

Leu

445

Leu

Val

Leu

Leu

270

Glu

Asn

His

Cys

Leu

350

Gly

Asp

Gln

Ala

Val

430

Gln

Gly

His

Leu

Ala
510

Gly

Tyr

Asn

Ser

335

Arg

Cys

Gly

Vval

Trp

415

Ile

Gly

Ser

Thr

His

495

Cys

Arg

Leu

Gln

320

Lys

Glu

Lys

Asgp

Phe

400

Pro

Arg

Leu

Gly

Val

480

Thr

His
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188

Gln leu Cys Ala Arg Gly His Cys Trp Gly Pro Gly Pro Thr Gln Cys
515 520 525

Val Asn Cys Ser Gln Phe Leu Arg Gly Gln Glu Cys Val Glu Glu Cys
530 535 540

Arg Val Leu Gln Gly Leu Pro Arg Glu Tyr Val Asn Ala Arg His Cys
545 550 555 560

Leu Pro Cys His Pro Glu Cys Gln Pro Gln Asn Gly Ser Val Thr Cys
565 570 575

Phe Gly Pro Glu Ala Asp Gln Cys val Ala Cys Ala His Tyr Lys Asp
580 585 590

Pro Pro Phe Cys Val Ala Arg Cys Pro Ser Gly Val Lys Pro Asp Leu
595 600 605

Ser Tyr Met Prc Ile Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gln
610 615 620

Pro Cys Pro Ile Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys
625 630 635 640

Gly Cys Pro Ala Glu Gln Arg Ala Ser Preo Leu Thr Ser Ile Ile Ser
645 650 655

Ala val val Gly Ile Leu Leu Val val val Leu Gly Vval val Phe Gly
660 665 670

Ile Leu Ile Lys Arg Arg Gln Gln Lys Ile Arg Lys Tyr Thr Met Arg
675 680 685

Arg Leu Leu Gln Glu Thr Glu Leu Val Glu Pro Leu Thr Pro Ser Gly
690 625 700

Ala Met Pro Asn Gln Ala Gln Met Arg Ile Leu Lys Glu Thr Glu ILeu
705 710 715 720

Arg Lys Val Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly Thr Val Tyr Lys
725 130 735

Gly Ile Trp Ile Pro Asp Gly Glu Asn Val Lys Ile Pro Val Ala Ile
740 745 750

Lys vVal Leu Arg Glu Asn Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu
755 760 765
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189

Asp Glu Ala Tyr Val Met Ala Gly Val Gly Ser Pro Tyr Val Ser Arg
770 775 780

Leu Leu Gly Tle Cys Leu Thr Ser Thr Val Gln Leu Val Thr Gln Leu
785 720 795 800

Met Pro Tyr Gly Cys Leu Leu Asp His Val Arg Glu Asn Arg Gly Arg
805 810 815

Leu Gly Ser Gln Asp Leu Leu Asn Trp Cys Met Gln Ile Ala Lys Gly
820 825 830

Met Ser Tyr Leu Glu Asp vVal Arg Leu Val His Arg Asp Leu Ala Ala
835 840 845

Arg Asn Val Leu Val Lys Ser Pro Asn His Val Lys Ile Thr Asp Phe
850 855 860

Gly lLeu Ala Arg Leu Leu Asp Ile Asp Glu Thr Glu Tyr His Ala Asp
865 870 875 880

Gly Gly Lys Val Pro Ile Lys Trp Met Ala Leu Glu Ser Ile Leu Arg
885 890 895

Arg Arg Phe Thr His Gln Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Vval
200 905 910

Trp Glu Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys Pro Tyr Asp Gly Ile Pro Ala
915 920 925

Arg Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu Pro Gln Pro
930 935 9240

Pro Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met Ile Met Val Lys Cys Trp Met
945 250 955 960

Ile Asp Ser Glu Cys Arg Pro Arg Phe Arg Glu Leun Val Ser Glu Phe
965 970 975

Ser Arg Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Phe Val Val Ile Gln Asn Glu
980 985 990

Asp Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr Arg Ser Leu
995 1000 1005

Leu Glu Asp Asp Asp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala Glu Glu Tyr
1010 1015 1020



Leu

Ala

Ser

Glu

Asp

Gln

Glu

Ala

Asp

Ala

Ser

Gly

Ala

Asn

Bro

Leu

1250

val
1025

Gly
1040

Gly
1055

Ala
1070

Val
1085

Ser
1100

Asp
1115

Pro
1130

Val
1145

Ala
1160

Pro
1175

Ala
1190

Bro
1205

Leu
1220

Ser
1235

Gly

<210> 22
<211> 3768
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 22

Pro

Gly

Gly

Pro

Fhe

Leu

Pro

Leu

Arg

Arg

Gly

Val

Gln

Tyr

Thr

Leu

Gln

Met

Gly

Arg

Asp

Pro

Thr

Thr

Pro

Pro

Lys

Glu

Pro

Tyr

Phe

Asp
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Gln

val

Asp

Ser

Gly

Thr

Val

Cys

Gln

Ala

Asn

Asn

His

Trp

Lys

val

Gly

His

Leu

Pro

Asp

His

Pro

Ser

Pro

Gly

Gly

Pro

Pro

Asp

Gly

Pro

Phe
1030

His
1045

Thr
1060

Leu
1075

Leu
1090

Asp
1105

Leu
1120

Pro
1135

Bro
1150

Ala
1165

Val
1180

Glu
1195

Pro
1210

Gln
1225

Thr
1240

Val

1255

Phe

Arg

Leu

Ala

Gly

Pro

Pro

Gln

Ser

Thr

Val

Tyr

Pro

Asp

Pro

Cys

His

Gly

Pro

Met

Ser

Ser

Pro

Pro

Leu

Lys

Leu

Ala

Pro

Thr

190

Pro

Arg

Leu

Ser

Gly

Pro

Glu

Glu

Arg

Glu

Asp

Thr

Phe

Pro

Ala

Asp

Ser

Glu

Glu

Ala

Leu

Thr

Tyr

Glu

Arg

val

Pro

Ser

Glu

Glu

Pro
1035

Ser
1050

Pro
1065

Gly
1080

Ala
1095

Gln
1110

Asp
1125

Val
1140

Gly
1155

Pro
1170

Phe
1185

Gln
1200

Pro
1215

Arg
1230

Asn
1245

Ala

Ser

Ser

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

Gly

Pro

Pro

Thr

Glu

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Gln

Leu

Thr

Phe

Gly

Phe

Ala

Glu

Gly

Arg

Glu

Ser

Leu

Ser

vVal

Pro

Pro

Leu

Gly

Ala

Asp

Pro

Tyr



atggagctgg
gegageacee
acccacctgyg
gaactcacct
cagggctacg
attgtgcgag
gacccgetga
cagcttegaa
ctctgctace
cteacactga
ggctceaget
gceggtgget
gctgcegget
agtggcatct
tccatgccca
tacaactacc
gaggtgacag
gtgtgctatg
atccaggagt
tttgatgggg
gagactctgg
gaccteageg
tactcgctga
ctgggcagtg
ccctgggace
gaggacgagt

tggggtccag

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

cggecttgtyg
aagtgtgcac
acatgecteeg
acctgecacac
tgctcatege
gcacccaget
acaataccac
goctcacaga
aggacacgat
tagacaccaa
gctggggaga
gtgcccgetg
gcacgggccc
gtgagctgca
atcccgaggg
tttctacgga
cagaggatgg
gtetgggeat
ttgctggetg
acccagcectco
aagagatcac
tetteocagaa
ccctgcaagg
gactggccct
agctcttteg
gtgtgggcga

ggecccaccoa

ccgetggggy
cggcacagac
ccacctcectac
caatgccage
tcacaaccaa
ctttgaggac
cectgtecaca
gatcttgaaa
tttgtggaag
caegoetetegg
gagttctgag
caaggggcca
caagcactct
ctgcccagec
ccggtataca
cgtgggatcc
aacacagcgg
ggagcacttg
caagaagatc
caacactgcc
aggttaccta
cotgeaagta
gctgggeatce
catccaccat
gaacccgcac

gggecetggee

gtgtgtcaac

191

ctecctecteg
atgaagctge
cagggetgec
ctgtecttee
gtgaggcagg
aactatgcee
ggggcctcece
ggaggggtct
gacatcttcc
gactgecaca
gattgtcaga
ctgcecactg
gactgectgg
ctggtcacect
ttcggcgecca
tgcaccctcg
tgtgagaagt
cgagaggtga
tttgggagecec
ccgcetecage
tacatctcag
atccggggac
agctggctgg
aacacccacc
caagctctge
tgccaccage

tgecageocagt

ccctcottgee
ggctcocctge
aggtggtgca
tgcaggatat
tecccactgea
tggeccegtget
caggaggcet
tgatccageg
acaagaacaa
cotgttotea
gectgacgeg
actgctgcca
cctgcoccteca
acaacacaga
gctgtgtgac
tctgeccccct
gcagcaagcc
gggecagttac
tggcatttct
cagagcagct
catggccgga
gaattctgea
ggectgecgete
tctgettegt
tccacactge
tgtgcgeceg

teectteogggg

cocccggageo
cagtcccgag
gggaaacctg
ccaggaggty
gaggctgegg
agacaatgga
gcgggagetg
gaacccccag
ccagctggct
gatgtgtaag
cactgtctgt
tgagcagtgt
cttcaaccac
cacgtttgag
tgcctgtecee
gcacaaccaa
ctgtgcccga
cagtgccaat
gccggagage
ccaagtgttt
cagectgect
caatggcgec
actgagggaa
gcacacggtg
caaccggcca
agggcactgce

ccaggagtge

60

120

1380

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



gtggaggaat
ttgcecgtgee
gctgaccagt
cccageggtyg
ggcgcatgce
ggctgeceeg
attctgctgg
aagatcogga
acacctagcg
aggaaggtga
coetgatgggy
cccaaagcca
tatgtcteoce
atgccoctatg
gacctgetga
ctcgtacaca
attacagact
gggggcaagyg
caccagagtg
aaaccttacg
ctgccoccage
attgactctg
agggacccce
gacagcacct
gaggagtatc
ggcatggtee
ctagggetgg
getggoetecg
ctccccacac
ccctetgaga
aaccageccag

cgacctgetg

gtcaaagacg tttttgcctt
ggaggagctg cccctcagec
tattactggg accaggaccc

cctacggeag agaacccaga

<210> 23
<211> 119
<212> PRT

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

gcegagtact
accctgagtyg
gtgtggcctg
tgaaacctga
agccttgecec
ccgagcagayg
tcgtggtett
agtacacgat
gagcgatgcc
aggtgcttgy
agaatgtgaa
acaaagaaat
geecttctggg
getgoctett
actggtgtat
gggacttgge
tegggetgge
tgecccatcaa
atgtgtggag
atgggatcec
cceccatctyg
aatgtcggec
agcgetttgt
tctacegete
tggtacccca
accacaggca
agecctotga
atgtatttga
atgaccccag
ctgatggcta
atgtteggec

gtgccactet

<213> Secventd artificiald

gcaggggcte
tcagecceccag
tgcccactat
cotetectac
catcaactgc
agccagecccet
gggggtggte
geggagactg
caaccaggcg
atctggeget
aattecagtyg
cttagacgaa
catctgectyg
agaccatgtc
gecagattgec
cgetecggaac
teggetgetg
gtggatggcg
ttatggtgtg
agecegggag
caccattgat
aagattcecgg
ggtcatccag
actgetggag
gragggettc
ccgcagcetca
agaggaggec
tggtgacctg
cectctacag
cgttgocece
ccagecccct

ggaaaggccc

tgggggtgce gtggagaacc ccgagtactt gacaccccag
ccacccteoct cctgeocttca goccagectt cgacaaccte
accagagcgg ggggctccac ccagcacctt caaagggaca

gtacctgggt ctggacgtgc cagtgtga

192

cccagggagt
aatggectcag
aaggacccte
atgeceatet
acccactcct
ctgacgtcca
tttgggatcc
ctgcaggaaa
cagatgcgga
tttggecacag
gecatcaaag
gcatacgtga
acatccacgg
cgggaaaaco
aaggggatga
gtgctggtca
gacattgacg
ctggagtcca
actgtgtggg
atecctgace
gtctacatga
gagttggtgt
aatgaggact
gacgatgaca
ttectgtcocag
tctaccagga
cecaggtote
ggaatyggggyg
cggtacagtyg
ctgacetgea
tegecceocgag

aagactctct

atgtgaatge
tgacctgttt
ccttetgegt
ggaagtttce
gtgtggacct
tcatectctge
tcatcaagcg
cggagetggt
tcctgaaaga
tctacaaggyg
tgttgaggga
tggetggtagt
tgcagctggt
geggacgoct
gctacctgga
agagtcccaa
agacagagta
ttctecgecg
agctgatgac
tgctggaaaa
tcatggtcaa
ctgaattcte
tgggcccage
tgggggacct
accctgeeoce
gtggeggtgg
cactggoace
cagocaaggy
aggaccccac
geececages
agggecoctet

ccoccagggaa

caggecactgt
tggaccggag
ggccocgcetge
agatgaggag
ggatgacaag
ggtggttgge
acggcagcag
ggagceegetg
gacggagctg
catctggate
aaacacatce
gggctccceca
gacacagctt
gggctoccag
ggatgtgcgg
ccatgtcaaa
ccatgcagat
gecggttecace
ttttggggce
gggggagegyg
atgttggatyg
ccgeatggee
cagtcccttg
ggtggatgcet
gggcgetggyg
ggacctgaca
ctocgaagygg
gcetgcaaage
agtacccctyg
tgaatatgtg
gcetgetgee

gaatggggtc

1680
1740
1800
1860
1520
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

3600

3660

3720

3768



10
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<220>
<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 23
Glu val Gln Leu

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Leu

Leu

Met

50

Gly

Gln

Arg

Pro

<210> 24

<211> 110
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 24
Asp Tle Gln Leu

1

Asp

Asn

Ile

Gly

65

Pro

Tyr

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Met

<210> 25

<211> 119

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

His

val
115

val

His

35

Gly

Gly

Asp

Tyr

<212> PRT

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asp

Gly

100

Thr

Thr
20

Trp

Thr

Ser

Ile

Thr
100

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

193

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Vval Gln Pro

5

Ser

val

Ser

Ala

Ser

85

Asp

val

Thr

5

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Fhe

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Trp
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

30

Phe

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Gly

Tyr

Phe 8Ser
30

Leu Glu

45

Ala Asp

Asn Thr

Val Tyr

Trp Gly
110

Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Cys

G1ln

Leu

55

Asp

Tyr

Gln

Ser

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Gly

val

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr
105

10

Ser

Gly

Gly

Phe

Gln

90

Lys

Ser

Lys

Val

Thr

75

Gln

val

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Glu

Ile Ser
30

Pro Lys

45

Ser Arg

Ser Ser

Ser Ser

Ile Lys
110

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Leu

Phe

85

Gln

val

15

Ser

Pro

Phe

Leu

Tyr
95

Arg

Tyr

val

Val

Phe

80

Cys

Gly

Gly

Asn

Trp

Ser

Gln

80

Pro
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<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 25
Gln val Gln Leu

1

Ser

Thr

Gly

Arg

Met

Ala

Thr

val

Met

Leu

50

Gly

Asp

Arg

Pro

<210> 26

<211> 106
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 26
Asp Tle Glu Leu

1

Glu

His

Asp

Gly

Asp

Phe

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Asp

Gly

<210> 27
<211> 120

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Gly

val
115

vVal

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Ser

Ile
20

Trp

Thr

Ala

Leu

Gly
100

Thr

Thr

20

Gln

Lys

Asn

Thr

Gly
100

Gln

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Tyr

Val

Thr

5

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Gln

Cys

Lys

Tyr

Leu

70

Leu

Asp

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Gly

Ser

194

Gly Pro Glu Leu Glu Lys Pro

Ala

Ser

40

Gly

val

Ser

Arg

Ser
25

His

Ala

Asp

Glu

Gly
105

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Asp
90

Phe

Tyr

Lys

Ser

Ser

75

Ser

Asp

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Tyr

Phe Thr
30

Leu Glu
45

Asn Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly
110

Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

val

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

25

Thr

val

Thr

Gln

Ile
105

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Lys

Vval Ser

Arg Trp

45

Fhe Ser

Val Glu

His Pro

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Phe
95

Ser

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

Thr
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20
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195

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"
<400> 27

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala $Ser Gly Phe Asn Ile
20 25

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
85 90

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr
100 105

Gly Thr Leu val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 28
<211> 107
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 28
Asp TIle Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
1 5 10

Agp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asgp Val
20 25

vVal Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg
50 55 60

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr
85 20

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 29

<211> 123

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Gly
15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Thr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro
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<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 29

Gln Ser val Glu

1

Leu Thr

Ile Ser

Ile Tle
50

Arg Phe
65

Ser Pro

Gln His

Trp Gly

<210> 30

Leu

Trp

35

Asn

Thr

Thr

Gly

Pro
115

<211> 112
<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 30

Thr

20

val

Gly

Ile

Thr

Gly

100

Gly

Glu val Leu Met

1

Asp Thr

Leu Ser

Tyr Leu
50

Ser Arg
65

Asp Asp

Ser Asn

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Tyr

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Glu

5

Cys

Arg

Gly

Ser

Glu

85

Gly

Thr

Thr
5

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

Phe

196

Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly

Thr

Gln

Gly

Lys

70

Asp

Asn

Leu

Gln

Lys

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Ala

val

Ala

Asn

55

Thr

Thr

Ser

val

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Phe

Ser

Pro

40

Thr

Ser

Ala

Asp

Thr
120

Gly

25

Gly

Tyr

Thr

Thr

Tyr

105

val

10

Ile

Lys

Tyr

Thr

Tyr

20

Tyr

Ser

Ser

Gly

Ala

val

75

Phe

Tyr

Ser

Leu

Leu

Ser

60

Asp

Cys

Tyr

Ser Ser
30

Glu Tyr

45

Trp Ala

Leu Lys

Ala Arg

Gly Met
110

Pro Ser Ser Val Ser Ala Ala

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

10

Ser

Gln

val

Thr

Thr

Gly

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Asn

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Glu

Ile Ser

30

Lys Leu

45

Arg Phe

Asp Leu

Gly Thr

Val VvVal
110

Thr

15

Asp

Ile

Lys

Ile

Gly

95

Asp

val
15

Ser

Len

Ser

Glu

Ser

Val

Pro

Ala

Gly

Gly

Thr

g0

Ile

Leu

Gly

Val

Ile

Gly

Cys

80

Ser

Lys
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<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

197

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

Arg

Gly

Gln

120

<210> 31

<211> 126

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursi

<400> 31

Glu val Gln Leu

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Ala Tle Ser Trp Val
35

Gly Ile Ile Asn Gly

50

Gly Arg Phe Thr Ile

65

Gln Met Asn Ser Leu

85
Arg Gly Ile Gln His
100

Met Asp lLeu Trp Gly

115

<210> 32

<211> 112

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursi

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"
<400> 32

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asn

His

Glu

Gly

Thr

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Asn

105

Leu

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

20

Ser

val

Ile

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Asp

Thr

125

Ser

Gly

Ala

60

Asn

Val

Tyr

val

Leu

Leu

45

Ser

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Tyr

Tyr

110

Ser

Gly

15

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Cys

95

Tyr

Gly

Asp

Ile

Lys

Leu

Ala

Gly
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Asp

Bsp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ser

Ile

Arg

Ser

Leu

50

Gly

Asp

Asn

<210> 33

<211> 118
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 33
Gln Ser Val Glu

1

Leu

Met

Ser

Arg

65

Ser

Gly

Leu

Thr

Ser

Ile

50

Phe

Leu

Gly

val

<210> 34

<211> 108
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

Gln

vVal

Trp

Ala

Ser

Ile

Tyr

Leu

Trp
35

Ser

Thr

Thr

Ser

Thr
115

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Thr
20

Val

Thr

Ile

Thr

Tyr

100

val

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Fhe

Glu
5

Cys

Arg

Gly

Ser

Glu

85

Ile

Ser

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Ala

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Phe

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

198

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Gly

Leu Ser

Gln Ser

Ala Pro

Fro Ser

60

Ile Ser
75

Asn Tyr

Thr Lys

Ala Ser

Tle Ser
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Gly Thr

val Glu
110

Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly

Thr

Gln

Gly

Arg

70

Asp

Phe

Ser

val

Ala

Leu

55

Thr

Thr

Tyr

Ser

Pro
40

Ala

Ser

Ala

Tyr

Gly
25

Gly

Phe

Thr

Thr

Phe
105

10

Phe

Lys

Tyr

Thr

Tyr

90

Asp

Ser Leu

Gly Leu

Ala Asn
60

Val Asp
75

Phe Cys

Leu Trp

Asn Asn
30

Glu Trp
45

Trp Ala

Leu Lys

Gly Arg

Gly Gln
110

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Ile

Thr

Tyr

Ile

Lys

Met

Asn

95

Gly

Gly

val

Ile

Gly

Cys

80

Ser

Lys

Pro

Ala

Gly

Gly

Thr

80

Gly

Thr



10

15

<400> 34

Ala

1

Gly

Leu

Tyr

Ser

Ala

Ser

Phe

Thr

Ser

Ser

50

Gly

Asp

Thr

<210> 35

<211> 121

Glu

Ile

Trp

35

Ala

Ser

Ala

FPhe

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 35
Glu val Gln Leu

1

Ser

Ala

Gly

Gly

65

Gln

Arg

Gln

Leu

Met

Ser

Arg

Met

Asn

Gly

<210> 36

<211> 108

Arg

Ser

Ile

Phe

Asn

Gly

Thr
115

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

Leu
20

Trp

Ser

Thr

Ser

Gly

100

Leu

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Lys

Gln

Leu

Glu

Tyr

Gly

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

FPhe

Thr

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Glu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

val
105

Val Glu Ser Gly Gly

5

8Ser

val

Thr

Ile

Leu

Gly

val

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Ser

Thr

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Tyr

val

Ala

Ala

40

Leu

Asp

Glu

Tle

Ser
120

Ser

25

Pro

Ala

Asn

Asp

Phe

105

Ser

199

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Ser

90

val

val Glu

Gln Ser

Pro Pro

Ser Ser

60

Ile Ser

Tyr Tyr

val Lys

Ala Ala

Tle Ser

Lys Leu

45

Arg Phe

Asp Leu

Asp Tle

Gly Leu Val Gln Pro

10

Gly

Gly

Phe

Ser

Thr

20

Tyr

Phe Ser

Lys Gly

Tyr Ala

Lys Asn

75

Ala Val

Tyr Phe

Leu Asn
30

Leu Glu

45

Asn Trp

Thr Leu

Tyr Tyr

Asp Leu
110

val

15

Ser

Leu

Lys

Glu

Gly
95

Gly

15

Asn

Trp

Ala

Tyr

Cys

95

Trp

Gly

Tyr

Ile

Gly

Cys

80

Thr

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

g0

Ala

Gly
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200

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"
<400> 36

Agsp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser
20 25 30

Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

65 70 75

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Tyr Asp Ile

85 90

Ser Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 37

<211> 114

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 37

Gln Ser Val Lys Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly

1 5 10

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ile Asp Leu Ser Ser
20 25 30

Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr

35 40 45
Thr TIle Asn Ile Gly Gly Arg Val Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr Thr Val Asp Leu Lys

65 70 75

Ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg

85 20

Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val
100 105 110

Ser Leu

<210> 38

<211> 110

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

val
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly
95

Thr

15

Tyr

Ile

Lys

Ala

Tyr

93

Thr

Gly

Tyr

Ile

Gly

Cys

80

Thr

Pro

Ala

Gly

Gly

Pro

80

Tyr

Val
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201

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 38

Asp Val val Met

1

Gly Thr

Leu Ala

Tyr Asp

50

Ser Gly

Glu Asp

Tyr Gly

<210> 39
<211> 117

vVal

Trp

35

Thr

Tyr

Ala

Ile

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 39

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

Gln val Gln Leu

1

Ser Leu

Ala Met

Gly Thr
50

Gly Arg
65

Gln Met

Arg Tyr

val Thr

<210> 40
<211> 110

Arg

Gly

35

Ile

Phe

Asn

Tyr

val
115

<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

Leu
20

Irp

Asn

Thr

Ser

Asn
100

Ser

Thr Gln Thr Pro Ala Ser Ala Ser Glu Pro

5

Ile Lys

Gln Gln

Thr Leu

Thr Glu

Thr Tyr

85

Phe Gly

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr
105

10

Ser

Gln

Ala

Thr

Gly

90

Glu

Glu Ser

Pro Pro

Fro Ser

60

Ile Ser

Gly Tyr

val val

Ile Tyr
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Gly Val

Tyr Ala

Val Lys
110

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

5

Ser Cys

Val Arg

Tle Gly

Ile Ser
70

Leu Arg
85

Gly Gly

Ser

Ser

Gln

Gly
85

Arg

Ala

Ser

Ala

Ala

40

Arg

Asp

Glu

Tyr

Ser
25

Pro

val

Asn

Asp

Asp
105

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr
90

Ile

Ile Asp

Lys Gly

Tyr Ala
&0

Lys Asn

75

Ala Val

Trp Gly

Leu Ser
30

Leu Glu
45

Ser Trp

Thr Leu

Tyr Tyr

Gln Gly
110

val

15

Arg

Leu

Lys

Gln

Asp
95

Gly
15

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Cys
95

Thr

Gly

val

Ile

Gly

Cys

80

Ser

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Leu
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<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 40
Asp Ile Gln Met

1

Bsp

Leu

Tyr

Ser

Asp

Tyr

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

<210> 41
<211> 122

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 41
Gln Ser val Glu

1

Leu

Met

Thr

Arg

65

Ser

Tyr

Gly

Thr

Ile

Ile

50

Phe

Pro

Ala

Gln

<210> 42
<211> 112
<212> PRT
<213> Secventd artificiald

vVal

Trp

35

Thr

Ser

Ala

Ile

Leu

Trp

Ser

Thr

Thr

Ala

Gly
115

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
100

Thr

20

val

Thr

Ile

Thr

Ser

100

Thr

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

5

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Fhe

Glu

5

Cys

Arg

Gly

Ser

Glu

Ser

Leu

Gln Ser Pro Ser

Thr

Gln

Leu

Glu

Tyr

Gly

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr
105

202

Thr Leu Ser Ala Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gly

90

Lys

Glu Ser

Ala Pro

Fro Ser

60

Ile Ser

Gly Tyr

val Glu

Ile Tyr
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Tyr Ala

Ile Lys
110

Ser Gly Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp

Thr

Gln

Gly

Lys

70

Asp

Ala

val

Ala

Ala

Ile

55

Thr

Thr

Tyr

Thr

Ser

Pro

40

Thr

Ser

Ala

Tyr

val
120

Gly

25

Gly

Tyr

Thr

Thr

Leu

105

Ser

10

Phe

Glu

Tyr

Thr

Tyr

20

Pro

Ser

Ser Leu

Gly Leu

Ala Ser
60

val Asp
75

Phe Cys

Tyr Tyr

Ser Ser
30

Glu Trp

45

Trp Ala

Leu Lys

Ala Arg

Phe Asp
110

val

15

Arg

Leu

Ser

Gln

Asp
95

Glu

15

Tyr

Ile

Lys

Ile

Gly

Leu

Gly

val

Ile

Gly

Cys

80

Ser

Ser

Ala

Gly

Gly

Thr

g0

Gly

Trp
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<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 42
Ala Ala Val Leu

1

Gly

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Asp

Thr

Asn

Ile

50

Gly

Cys

Ala

<210> 43

<211> 125

val

Leu

35

Tyr

Ser

Asp

Asp

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 43
Glu val Gln Leu

1

Ser

Ala

Gly

Gly

65

Gln

Arg

Asp

Leu

Met

Thr

50

Arg

Met

Gly

Leu

<210> 44

Arg

Ile

35

Ile

Phe

Asn

Gly

Trp
115

Thr

20

Ala

Leu

Gly

Asp

Thr
100

Leu
20

Trp

Ser

Thr

Ser

Tyr

100

Gly

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr Gln Thr

5

Ile

Trp

Ala

Ser

Ala
85

Phe

Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

5

8Ser

val

Thr

Ile

Leu

85

Ala

Gln

Ser

Phe

Ser

Gly

70

Ala

Ala

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Ala

Gly

Cys

Gln

Thr

85

Thr

Thr

Phe

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Ser

Thr

Pro

Gln

Gln

40

Leu

Gln

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Tle

Asp

Glu

Ser

Leu
120

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly
105

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala

105

val

203

Pro Val Ser Ala Ala

10

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys
90

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

20

Tyr

Thr

Gln

Gly

Gly

Leu

75

Leu

Thr

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

val

Ser

Gln

Val

60

Thr

Gly

Glu

Ser

Gly

Ala

60

Asn

val

Leu

Ser

val

Pro
45

Bro Ser

Ile Ser

Gly

Tyr
30

Pro

Cys

Val val

Leu Ser

Leu Glu

45

Ser Trp

Thr Leu

Tyr Tyr

Fro Tyr

Ser
125

110

30

110

val

15

Asn

Lys

Arg

Gly

Asp
95

val

Gly

15

Ser

Trp

Ala

Tyr

Cys

95

Tyr

Gly

Asn

Leu

Phe

val

80

Asp

Lys

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

g0

Ala

Phe
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<211> 112
<212> PRT

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

204

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 44

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asn
20 25 30

Asn Asn Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu

35 40 45
Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Fro Ser Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

65 70 75 80

Gln Cys Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gly Gly Cys Asp Asp

85 90 95

Asp Ala Asp Thr Phe Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 45

<211> 357

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 45

gaggtccaac tggtggagag cggtggaggt gttgtgcaac ctggccggte cectgocgectg

tactgetaog catetggett cacettcage ggcoctatgggt tgtettgggt gagacaggea

cctggaaaag gtcttgagtg ggttgcaatg attagtagktg gtggtagtta tacctactat

gcagacagtg tgaagggtag atttgcaata tcgcgagaca acgccaagaa cacattgttc

ctgcaaatgg acagcctgag acccgaagac accggggtct atttttgtge aagacatggg

gacgatcceg cctggttege ttattgggge caagggacee cggtcacegt cteoctea

<210> 46

<211> 330

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 46

60

120

180

240

300

357
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25

gacatccage
atcacctgta
ccaggtaagg
agcagattca
ccagaggaca

ttecggocaag
<210> 47
<211> 357
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgacccagag
gtgtcagctc
ctccaaagecc
gcggtagegg
togeccaccta

ggaccaaggt

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 47

caggtacaac
tcctgcaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atggacctcee

tacgacggga
<210> 48
<211> 318
<212> ADN

tgcagcagtc
cttctggtta
gccttgagtg
tcaggggcaa
tecagtctgac

ggggttttga

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 48

gacatcgagce
atgacctgca
acctceeccca
ttcagtggca
gatgatgcaa

accaaggtgg
<210> 49
<211> 369
<212> ADN

tcactcagtc
gtgccagcetc
aaagatggat
gtgggtctgg
cttattactg

aaatcaaa

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 49

cccaagcagce
aagtataagt
atggatctac
tagcggtacc
ctactgccaa

ggaaatcaaa

tgggcctgag
ctcattcact
gattggactt
ggccacatta
atctgaagac

ctactgggga

205

ctgagcgcceca
tccaacaact
ggcacatcca
gactacacct

cagtggagta

ctggagaage
ggctacacca
attactcctt
actgtagaca
totgecagtcet

tcegggacee

gcgtgggtga
tgcactggta
acctggctte
tcaccatcag

gttaccegta

ctggcgette
tgaactgggt
acaatggtge
agtcatccag
atttetgtge

cggtcacegt

tccagecaatec atgtctgcat cteccagggga

aagtgtaagt tacatgcact ggtaccagca

ttatgacaca tccaaactgg cttctggagt

aaactcttac tctctcacaa tcagcagcgt

ccagcagtgg agtaagcacc ctctcacgtt

cagagtgacc
ccagcagaag
tggtgtgcceca
cagcctccag

catgtacacg

agtgaagata
gaagcagagc
ttctagctac
cacagcctac

aagggggggt

ctecectea

gaaggtcacec
gaagtcaggc
cccaggtcge
ggaggctgaa

cggatceggg

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300

357

60

120

180

240

300

318
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cagtcggtgg
tgcacegtet
gggaaggggc
tgggcgaaag
agtcagacaa
ggtaatagtg

gtetettea
<210> 50
<211> 336
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

aggagtccgg
ctggaatctec
tcgaatacat
gccgattcac
cecgaggacac

attattatta

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

gggtcgectg
ccteagtage
cggaatcatt
catctccaaa
ggccacatat

ttacggcatg

206

gtcacgectg
gatgecaataa
aatggtggtyg
acctcgacca
ttetgtgeca

gacctetggg

ggacacccct
getgggtceg
gtaacacata
cggtggatct
gaggcatteca

goccaggoac

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 50
gaagtgttga

atcaagtgcc
gggcagcctc
cggttcageg
gacgatgctg

tttgottteg
<210> 51
<211> 378
<212> ADN

tgacccagac
aggccagtca
cecaagectcect
gcagtagatc
ccacttacta

gcggagggac

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

tccatectce
gagcattagt
gatctatctg
tgggacagag
ctgtcaaacc

cgaggtggtc

gtgtctgcag
agtgtcttgt
gcatcecacte
ttcactctca
aattatggta

gtcaaa

ctgtgggaga
cctggtatca
tggcatctgg
ccatcagcga

ctagtagtag

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 51

gaagtccaac tggtggaaag cgggggagga ctggtgcage cgggcggate

tcatgtgetg
cccggaaagg
tcctgggeca
caaatgaact

cacggtggtyg

cttgtgaceg
<210> 52
<211> 336
<212> ADN

catcgggaat
ggctggagta
agggccgett
ccctgaggge
gaaacagcga

tgtegtea

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

ttcectcetee
catcggtatc
caccatctcg
cgaggacacc

ctactactac

tccgacgcga
atcaacggcg
cggcataatt
gccgtgtact

tatgggatgg

ttagctgggt
gcggaaacac
ccaagaacac
actgcgegeg

atctgtgggg

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 52

gacactcacc
ccaggeteeca
ctacgcgagc
gaaaatcacc
acatggtggt

cctggteact

cacagtcace
gcagaaacca
ggtcccatcg

cctggagtgt

taattatggt

ccteeggetg
cagacaggcc
ctactacgcc
tctgtacttg
cggcateccag

ccagggaact

60
120
180
240
300
360

369

60
120
180
240
300

336

60
120
180
240
300
360

378
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gacattcaga
atcacgtgce
gggaaagcac
cggttcteeg
gaggacatcg

tttgoctteg
<210> 53
<211> 354
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgaccecagtc
aggcgtccca
ccaagctget
gatcgggatc

ctacttacta

gtggcgggac

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 53
cagtcggtag

tgcacagtct
gggaaggggc
tgggcaaaag
agtctgacaa

attttctatt
<210> 54
<211> 324
<212> ADN

aggagtccgg
ctggattectc
tggaatggat
geccgattcecac
ccgaggacac

attttgactt

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 54
gcattecgaat

atcaagtgce
gggcagccte
cggttcaaag
gccgatgetg

ggagggaccg
<210> 55
<211> 363
<212> ADN

tgacccagac tccatcetce gtggaggcag ctgtgggagg

aggccagtca
ccaagctcct
gcagtggatc
ccacttactt

aggtggtcgt

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 55

cccaagetceg
gtcaattagc
gatctacttg
tggtactgat
ttgtcaaacc

caaggtegaa

gggtcgectg

cctcaataac
cggatccatt
catctccaga
ggccacctat

gtggggecaa

gagcattagt agttacttat cctggtatca
gatctattct gcatccacte tggcatctgg
tgggacagag tacactctca ccatcagcga

ctgtcaaage tattatgata ttggtactag

caaa

207

ctgtcegeet
agcgtgectct
gcctececacte
ttcaccctca
aactacggaa

atcaaa

ccgtgggega
cctggtacca
tggecteggg
ccatctcgag

cctccagcte

gtcacgcctg ggacacccct

tatgcaatga gctgggtccg

agtactggtg gtctcecgeatt

acctcgacca cggtggatct

ttctgtggca gaaatggtgg

ggcacccteg tcactgtete

ccgegtgace
acagaagccg
agtgeccttca
ccttcagtge

caactacggc

gacactcacc
ccaggctcca
ctacgecgaac
gaaaatgacc
tggtagttat

ttca

cacaatcacc
gcagaaacca
ggtctecatceg
cctggagtgt

tactttegge

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

354

60

120

180

240

300

324
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25

gaagtgcage
tcttgtgecg
cctggeaaag
aattgggcca
cagatgaact
ggctectaca

tct

<210> 56
<211> 324
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tggtggaate
cctocggett
gectggaatg
agggccoggtt
ccctgogggc

tettetacta

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 56
gatattcaga

atcacectgte

ggcaaggccc
agattctceg
gaggatgccg

ggaggcacca
<210> 57
<211> 342
<212> ADN

tgacccagtc
aggectecea
ccaagctget
gctectggete
ccacctacta

aggtggaaat

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 57
cagtcagtga

tgcacagtct
gggaaggggc
tgggcaaaag
agtctgacag

tatgacatct
<210> 58
<211> 330
<212> ADN

aggagtccgg
ctggaatcga
tggaatacat
goccgattcac
ccgaggacac

ggggcccagg

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 58

tggeggegga
ctccoctgaac
gatcggeteoe
caccatcage
cgaggacacce

cttegaccetyg

ccectecage
gtecatetee
gatctactct
tggcaccgac
ctgccagtee

caaa

gggtcgectyg
cctcagtage
cggaaccatt
catctccaga
ggccacctat

caccctggte

208

ctggtgeage
aactacgcca
atcagcacag
cgggacaact
geegtgtact

tggggecagyg

atgteegett
tectacctgt
gcctecacac
tttaccctga

tactacgaca

gtcacgcctg
tatgcaatgg
aatattggtg
acctcgacca
ttctgtgeca

acecgtetett

ctggeggatce
tgtcctgggt
gcggectgge
ccaagaacac
actgtgcocag

gcaccetegt

ctgtgggcga
cctggtatea
tggcctecegg
ccatcagecte

tcggcaccte

ggacacccct
gectggtteceg
gtegegtata
cggtggatct
gatattataa

ta

tetgagactg
gcgacaggcc
cttctacgee
cctgtacete
aaacggcgga

gacagtgtca

cagagtgace
gcagaagcce
cgtgecectcet
cctccagtge

caccttegge

gacactcacec
ccaggctceca
ttacgegage
gaaagcgcce

tggtggtagt

60

120

180

240

300

360

363

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

342
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25

gatgttgtga
atcaagtgce
gggcagccte
cggttcaaag
gaagatgctg

ttcggeggag
<210> 59
<211> 351
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgacccagac
aggccagtga
ccaagctcct
gcagtggata
ccacttacta

ggaccgaggt

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

tccagectce
gagcatttat
gatctatgat
tgggacagag
ctgtcaagge

ggtggtcaaa

209

gcegtctgaac
cgegtattgg
acatcecacte
ttcactctca

ggttattatg

ctgtgggagyg
cctggtatca
tggcatctgg
ccatcagcgg

ctgatagtta

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 59
caggtgcagce

tactgttacg
cctggcaagg
tcctgggcca
cagatgaact

ggcggetoet
<210> 60
<211> 330
<212> ADN

tggtggaatc tggeggagga ctggtgcage ctggcggetce

cctocggaat
gcctggagta
agggceggtt
ccctgcgggoe

acgatatctg

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

cgaccatgtcae
catcggcacc
caccatctcc
cgaggacacc

gggccagggc

toctacgeta
atcaacatcg
agagacaact
gccgtgtact

acactegtga

tgggctgggt
gcggcagagt
ccaagaacac
actgcgcccg

cegtgteocte

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 60

gatatccaga
atcacctgte
ggcaaggcce
agattctccg
gacgacgccg

ttceggeggag
<210> 61
<211> 366
<212> ADN

tgacccagtc
aggactacga
ccaagctgct
gctctggetce
ccacctacta

gcaccaaggt

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotid3 sintetici

<400> 61
cagteggtygg

tgcacagect
ggggaggggc
tgggcgaaagqg

agtccgacaa

aggagtccgyg
ctggattcte
tggaatggat
gecgattcac

ccgaggacac

cccctecace ctgtetgecet ctgtgggega

gtcacatctac
gatctacgac
tggcaccgag
ttgtcagggc

ggaaatcaaa

cgggtgetgy
accagcacac
tttaccctga

ggctactacg

cctggtatca
tggcctcegg
ccatctccag

ccgactccta

cggtcgectyg gtaaagectg acgaatcect

cctecagtagt

cggaaccatt

tatgcaatga

agtactggtg

tetgggtocg

gtatcacata

catctccaaa acctcgacca cggtggatct

ggccacctat

ttetgtgeca

gagggggata

cacagtcacc
gcagaaacca
ggccceatcg
cgtgcagtgt

tggtattgct

tctgagactyg
gogacagget
gtactacgcce
cctgtacctc
gtactacaac

t

cagagtgacc
gcagaagcect
cgtgcectet
cctccagtge

cggaatcgct

gacactcacec
ccaggctcca
ctacgegage
gaaaatcacc

tgetgetagt

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300

351

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300
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210

agtgcttatt atctcccgta ctactttgac ttgtggggece aagggaccct ggtcaccgtce

toectea
<210> 62
<211> 336
<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotida sintetica"

<400> 62
gecagccgtge

atcagttgee
aaacccgggce
ccatcacggt
cagtgtgacg

tttgottteg
<210> 63
<211> 375
<212> ADN

tgacccagac
agtacagtea
agcctcccaa
tcagcggecag
atgctgccac

gcggagggac

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 63

accatcacce gtgtctgcag ctgtgggagg

gagtgtttat

gecttcectgatce

tggatctggg

ttattactgt

tgaggtggtg

aataataaca
tatctggcat
acacagttca
ctaggtggtt

gtcaaa

acttagcctg
ccactctgge
ctctcaccat

gtgatgatga

gaagtgcage tggtggaatc tggeggcgga ctggtgecage ctggeggatce

tettgtgecg
cctggecaagg
tcctgggeea
cagatgaact
gccgecaget

gtgacagtgt
<210> 64
<211> 336
<212> ADN

cotecggett
gcctggaatg
agggccggtt
ccctgeggge

ccgcettacta

catct

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 64
gatattcaga

atcacctgte
aaacccggca
ccctctagat
cagtgcgagg

tttgottttg
<210> 65
<211>5
<212> PRT

tgaccecagtc
agtcctcceca
aggtgcccaa
tcteecggete
atgecgecac

gcggaggcac

<213> Secventd artificiald

<220>

ctecctgteoe
gatcggcace
caccatctce
cgaggacacc

cctgecctac

tactacgeta
atctctaccg
agagacaact
gccgtgtact

tacttcgacc

tgatctgggt
gcggaattac
ccaagaacac
attgtgctag

tgtggggcca

ccceteocecage ctgteocegett ctgtgggega

gtcegtgtat
gectgetgatce
tggctctgge
ctactattge

caaggtggaa

aacaacaaca
tacctggeet
accgacttta

ctgggcggcet

atcaaa

acctggectg
ccacactggc
ccctgaccat

gogacgacga

cacagtcace
gtttcagecag
atctggggte
cagcggegtyg

tgctgatact

tctgagactyg
gagacagged
ctactacgce
cctgtaccte
aggcggctac

gggcaccctc

cagagtgace
gtatcagcag
ctctggegtg
cagctccocctc

cgcegatace

360

366

60

120

180

240

300

336

60

120

180

240

300

360

375

60

120

180

240

300

336
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211

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 65

Gly Tyr Thr Met Asn

1 5

<210> 66

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 66

Leu Ile Thr Pro Tyr Asn Gly Ala Ser Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Arg

1 5 10

Gly

<210> 67

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 67

Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr
1 5 10
<210> 68

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 68

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10
<210> 69

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 69

Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser

1 5

<210> 70

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 70

Gln Gln Trp Ser Lys His Pro Leu Thr

1 5

<210> 71

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

15
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212

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 71

Asp Thr Tyr Ile His

1 5

<210> 72

<211> 17

<212> PRT

.01.0 Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 72
Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 73

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 73

Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr

1 5 10

<210> 74

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 74

Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Vval Ala

1 5 10

<210> 75

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 75

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser

1 5

<210> 76

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 76

Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr

1 5
<210> 77

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>
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213

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 77

Ser Asp Ala Ile Ser

1 5

<210> 78

211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 78

Ile Ile Asn Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15
<210> 79

<211> 18

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 79
Gly Ile Gln His Gly Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Leu

<210> 80

<211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 80

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Val Leu Ser

1 5 10

<210> 81

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 81

Leu Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 82

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 82

Gln Thr Asn Tyr Gly Thr Ser Ser Ser Asn Tyr Gly Phe Ala
1 5 10
<210> 83

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
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214

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 83

Ser Asp Ala Ile Ser

1 5

<210> 84

211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 84

Ile Ile Asn Gly Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala lys Gly
1 5 10 15
<210> 85

<211> 18

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 85
Gly Ile Gln His Gly Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met
1 5 10 15

Asp Leu

<210> 86

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 86

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Val Leu Ser

1 5 10

<210> 87

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 87

Leu Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 88

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 88

Gln Thr Asn Tyr Gly Thr Ser Ser Ser Asn Tyr Gly Phe Ala
1 5 10
<210> 89

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
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215

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 89

Asn Tyr Ala Met Ser

1 5

<210> 90

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 90

Ser Ile Ser Thr Gly Gly Leu Ala Phe Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly

1 5 10

<210> 91

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 91

Asn Gly Gly Gly Ser Tyr Ile Phe Tyr Tyr Phe Asp lLen

1 5 10

<210> 92

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 92

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ser

1 5 10

<210> 93

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 93

Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 94

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 94

Gln Ser Tyr Tyr Asp Ile Gly Thr Ser Thr

1 5 10

<210> 95

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

15
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216

<400> 95

Asn Tyr Ala Met Ser

1 5

<210> 96

211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 96

Ser Ile Ser Thr Gly Gly Leu Ala Phe Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15
<210> 97

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 97

Asn Gly Gly Gly Ser Tyr Ile Phe Tyr Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 98

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 98

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ser

1 5 10
<210> 99

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 99

Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 100

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 100

Gln Ser Tyr Tyr Asp Ile Gly Thr Ser Thr
1 5 10
<210> 101

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 101
Ser Tyr Ala Met Gly
1 5
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217

<210> 102

211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 102

Thr Ile Asn Ile Gly Gly Arg Val Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15
<210> 103

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 103

Tyr Tyr Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile

1 5

<210> 104

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 104

Gln Ala Ser Glu Ser Ile Tyr Arg Val Leu Ala

1 5 10
<210> 105

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 105

Asp Thr Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 106

211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 106

Gln Gly Gly Tyr Tyr Ala Asp Ser Tyr Gly Ile Ala
1 5 10
<210> 107

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 107

Ser Tyr Ala Met Gly

1 5

<210> 108

211> 16
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218

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 108

Thr Ile Asn Ile Gly Gly Arg Val Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

1 5 10

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 109

Tyr Tyr Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile

1 5

<210> 110

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 110

Gln Ala Ser Glu Ser Ile Tyr Arg Val Leu Ala

1 5 10

<210> 111

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 111

Asp Thr Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 112

211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 112

Gln Gly Gly Tyr Tyr Ala Asp Ser Tyr Gly Ile Ala
1 5 10

<210> 113

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 113

Ser Tyr Ala Met Ile

1 5

<210> 114

211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

15
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<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 114

Thr Ile Ser Thr Gly Gly Ile Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15
<210> 115

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 115
Gly Gly Tyr Ala Ala Ser Ser Ala Tyr Tyr Leu Pro Tyr Tyr Phe Asp

1 5 10 15

Leu

<210> 116

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 116

Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asn Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 117

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 117

Leu Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 118

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 118

Leu Gly Gly Cys Asp Asp Asp Ala Asp Thr Phe Ala
1 5 10

<210> 119

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 119

Ser Tyr Ala Met Ile

1 5

<210> 120

<211> 16

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
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<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 120

Thr Ile Ser Thr Gly Gly Ile Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15
<210> 121

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"

<400> 121
Gly Gly Tyr Ala Ala Ser Ser Ala Tyr Tyr Leu Pro Tyr Tyr Phe Asp

1 5 10 15

Leu

<210> 122

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 122

Gln Ser Ser Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asn Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 123

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 123

Leu Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 124

211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 124

Leu Gly Gly Cys Asp Asp Asp Ala Asp Thr Phe Ala
1 5 10

<210> 125

211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 125

ggctatgggt tgtet 15

<210> 126

<211> 51

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa
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<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 126
atgattagta gtggtggtag ttatacctac tatgcagaca gtgtgaaggg t 51
<210> 127
<211> 30
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 127
catggggacg atcccgectg gttegettat 30
<210> 128
<211> 36
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 128
agtgtcagct caagtataag ttccaacaac ttgeac 36
<210> 129
<211> 21
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 129
ggcacatcca acctggette t 21
<210> 130
<211> 33
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 130
caacagtgga gtagttacce gtacatgtac acg 33
<210> 131
<211> 15
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 131
ggctacacca tgaac 15
<210> 132
<211> 51
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 132
cttattactc cttacaatgg tgcttctage tacaaccaga agttcagggg ¢ 51
<210> 133
<211> 30
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 133

ggggettacg acgggagggg ttttgactac 30

<210> 134

<211> 30

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 134

agtgccaget caagtgtaag ttacatgeac 30

<210> 135

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetica"
<400> 135

gacacatcca aactggcette t 21

<210> 136

<211>27

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 136

cagcagtgga gtaagcaccc tctcacg 27

<210> 137

<211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 137

agcgatgcaa taage 15

<210> 138

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 138

atcattaatg gtggtggtaa cacatactac gcgagetggg cgaaagge 48

<210> 139

<211> 54

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetica"
<400> 139

ggcattcaac atggtggtgg taatagtgat tattattatt acggeatgga cctec 54

<210> 140

<211> 33
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<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 140

caggccagtc agagcattag tagtgtettg tee 33

<210> 141

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 141

ctggcateca ctetggeate t 21

<210> 142

<211> 42

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 142

caaaccaatt atggtactag tagtagtaat tatggttteg ct 42

<210> 143

<211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 143

tccgacgega ttage 15

<210> 144

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 144

atcatcaacg gcggeggaaa cacctactac gectectggg ccaaggge 48

<210> 145

<211> 54

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 145

ggcatccage acggtggtgg aaacagegac tactactact atgggatgga tetg 54

<210> 146

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 146

caggcegtcee agtcaattag cagegtgcte tee 33
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<210> 147

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 147

ttggecteea ctetggeete g 21

<210> 148

<211> 42

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursd

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 148

caaaccaact acggaacctc cagctecaac tacggetttg cc 42

<210> 149

211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 149

aactatgcaa tgage 15

<210> 150

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 150

tccattagta ctggtggtet cgeattetac gegaactggg caaaagge 48

<210> 151

<211> 39

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 151

aatggtggtg gtagttatat tttctattat tttgacttg 39

<210> 152

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 152

caggccagtc agagcattag tagttactta tec 33

<210> 153

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sinteticd"
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<400> 153

tetgeateca ctetggeate t 21

<210> 154

<211> 30

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 154

caaagctatt atgatattgg tactagtact 30

<210> 155

<211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 155

aactacgccea tgtee 15

<210> 156

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 156

tccatcagea caggeggect ggecttetac gecaattggg ccaaggge 48
<210> 157

<211> 39

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetica"
<400> 157

aacggeggag gctectacat cttctactac ttegacctg 39

<210> 158

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 158

caggcceteec agtccatete ctectacetg tec 33

<210> 159

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 159

tetgecteca cactggeete ¢ 21

<210> 160

<211> 30

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>
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<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 160

cagtectact acgacatcgg cacctccace 30

<210> 161

<211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 161

agctatgcaa tggge 15

<210> 162

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 162

accattaata ttggtggteg cgtatattac gegagetggg caaaagge 48

<210> 163

<211> 27

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 163

tattataatg gtggtagtta tgacatc 27

<210> 164

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 164

caggccagtg agagceattta tcgegtattg gee 33

<210> 165

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 165

gatacatcca ctetggeate t 21

<210> 166

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 166

caaggcggtt attatgetga tagttatggt attget 36

<210> 167

<211> 15

<212> ADN
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<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 167

tectacgeta tggge 15

<210> 168

<211> 438

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 168

accatcaaca tcggeggeag agtgtactac gectectggg ccaaggge 48

<210> 169

<211> 27

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 169

tactacaacg geggctecta cgatate 27

<210> 170

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 170

caggccetecg agtecatcta ccgggtgcetg gee 33

<210> 171

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 171

gacaccagca cactggecte ¢ 21

<210> 172

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 172

cagggcggct actacgecga ctectacgga atcget 36

<210> 173

211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 173

agttatgcaa tgatc 15

<210> 174
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<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 174

accattagta ctggtggtat cacatactac gcgagetggg cgaaaggce 48

<210> 175

<211> 51

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 175

gggggatatg ctgetagtag tgettattat ctecegtact actttgactt g 51

<210> 176

<211> 39

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 176

cagtecteee agtecgtgta taacaacaac aacctggee 39

<210> 177

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 177

ctggcateca ctetggeate t 21

<210> 178

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 178

ctaggtggtt gtgatgatga tgctgatact tttget 36

<210> 179

211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 179

tectacgcta tgate 15

<210> 180

<211> 48

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 180
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accatctcta ccggeggaat tacctactac gecteetggg ccaaggge 48
<210> 181
<211> 51
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 181
ggeggetacg ccgecagete cgettactac ctgecctact acttegacct g 51
<210> 182
<211> 39
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 182
cagtecteee agtecgtgta taacaacaac aacctggee 39
<210> 183
<211> 21
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 183
ctggecteca cactggecte t 21
<210> 184
<211> 36
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 184
ctgggeggcet gegacgacga cgecgatacc tttget 36
<210> 185
<211> 8
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 185
Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Thr
1 5
<210> 186
<211> 8
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 186
Ile Thr Pro Tyr Asn Gly Ala Ser
1 5
<210> 187
<211> 12
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 187

Ala Arg Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 188

211> 5

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 188

Ser Ser val Ser Tyr

1 5

<210> 189

<211> 3

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 189

Asp Thr Ser

1

<210> 190

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 190

Gln Gln Trp Ser Lys His Pro Leu Thr

1 5

<210> 191

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 191

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr Tyr

1 5

<210> 192

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 192

Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr

1 5

<210> 193

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
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<400> 193

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 194

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 194

Gln Asp Val Asn Thr Ala

1 5

<210> 195

<211> 3

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 195

Ser Ala Ser

1

<210> 196

<211>9

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 196

Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr

1 5

<210> 197

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 197

Gly Ile Ser Leu Ser Ser Asp Ala

1 5

<210> 198

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 198

Ile Asn Gly Gly Gly Asn Thr

1 5

<210> 199

<211> 20

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 199
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Ala Arg Gly Ile Gln His Gly Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Tyr

1 5 10

Gly Met Asp Leu
20
<210> 200
211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 200
Gln Ser Ile Ser Ser val
1 5
<210> 201
<211>3
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 201
Leu Ala Ser

1

<210> 202

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 202

Gln Thr Asn Tyr Gly Thr Ser Ser Ser Asn Tyr Gly Phe Ala
1 5 10

<210> 203

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 203

Gly Ile Ser Leu Ser Ser Asp Ala

1 5

<210> 204

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 204

Ile Asn Gly Gly Gly Asn Thr

1 5

<210> 205

<211> 20

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

15
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<400> 205

Ala Arg Gly Ile Gln His Gly Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Tyr

1 3 10

Gly Met Asp Leu
20
<210> 206
211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 206
Gln Ser Ile Ser Ser Val
1 5
<210> 207
<211>3
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 207
Leu Ala Ser

1

<210> 208

211> 14

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 208

Gln Thr Asn Tyr Gly Thr Ser Ser Ser Asn Tyr Gly Phe Ala
1 5 10
<210> 209

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 209

Gly Phe Ser Leu Asn Asn Tyr Ala

1 5

<210> 210

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 210

Ile Ser Thr Gly Gly Leu Ala

1 5

<210> 211

211> 15

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

15
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<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 211

Gly Arg Asn Gly Gly Gly Ser Tyr Ile Phe Tyr Tyr Phe Asp Leu
10

1 5
<210> 212
211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 212

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1 5

<210> 213

<211>3

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 213
Ser Ala Ser

1

<210> 214

<211> 10

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 214

Gln Ser Tyr Tyr Asp Ile Gly Thr Ser Thr

1 5 10

<210> 215

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 215

Gly Phe Ser Leu Asn Asn Tyr Ala

1 5

<210> 216

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sinteticd"
<400> 216

Ile Ser Thr Gly Gly Leu Ala

1 5

<210> 217

211> 15

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
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<400> 217

Ala Arg Asn Gly Gly Gly Ser Tyr Ile Phe Tyr Tyr Phe Asp Leu
10

1 5
<210> 218
211> 6
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 218

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

1 5
<210> 219
<211>3
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 219

Ser Ala Ser

1
<210> 220
<211> 10
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'

<400> 220
Gln Ser Tyr Tyr Asp Ile Gly Thr Ser Thr
5 10

1

<210> 221
<211> 8
<212> PRT
<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 221

Gly Ile Asp Leu Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210> 222

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'
<400> 222

Ile Asn Ile Gly Gly Arg Val

1 5

<210> 223

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 223

Ala Arg Tyr Tyr Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile

1 5 10
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<210> 224

211> 6

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 224

Glu Ser Ile Tyr Arg Val

1 5

<210> 225

<211> 3

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 225

Asp Thr Ser

1

<210> 226

211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 226

Gln Gly Gly Tyr Tyr Ala Asp Ser Tyr Gly Ile Ala
1 5 10

<210> 227

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 227

Gly Ile Asp Leu Ser Ser Tyr Ala

1 5

<210> 228

211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 228

Ile Asn Ile Gly Gly Arg Val

1 5

<210> 229

211> 11

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 229

Ala Arg Tyr Tyr Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile

1 5 10

<210> 230

211> 6
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<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 230

Glu Ser Ile Tyr Arg Val

1

<210> 231
<211> 3
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 231
Asp Thr Ser
1

<210> 232
<211> 12
<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 232

Gln Gly Gly Tyr Tyr Ala Asp Ser Tyr Gly Ile Ala

1

<210> 233
<211> 8
<212> PRT

5

10

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 233

Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Ala

1

<210> 234
<211>7
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 234

Ile Ser Thr Gly Gly Ile Thr

1

<210> 235
<211> 19
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 235

Ala Arg Gly Gly Tyr Ala Ala Ser Ser Ala Tyr Tyr Leu Pro Tyr Tyr

1

Phe Asp Leu

5

10

15
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<210> 236

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 236

Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asn Asn
1 5

<210> 237

<211>3

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 237

Leu Ala Ser

1

<210> 238

<211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 238

Leu Gly Gly Cys Asp Asp Asp Ala Asp Thr Phe Ala

1 5
<210> 239

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 239

Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Ala
1 5

<210> 240

<211> 7

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 240

Ile Ser Thr Gly Gly Ile Thr
1 5

<210> 241

<211> 19

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 241
1

Phe Asp Leu

238

10

10

Ala Arg Gly Gly Tyr Ala Ala Ser Ser Ala Tyr Tyr Leu Pro Tyr Tyr
5

15
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<210> 242

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 242

Gln Ser Val Tyr Asn Asn Asn Asn

1 5

<210> 243

<211> 3

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 243

Leu Ala Ser

1

<210> 244

211> 12

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"
<400> 244

Leu Gly Gly Cys Asp Asp Asp Ala Asp Thr Phe Ala
1 5 10

<210> 245

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 245

ggcttcacct tcageggeta tggg 24

<210> 246

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetica"
<400> 246

attagtagtg gtggtagtta tacc 24

<210> 247

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici
<400> 247

gcaagacatg gggacgatce cgeetggtte gettat 36

<210> 248

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 248

tcaagtataa gttccaacaa c 21

<210> 249

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 249

ggcacatec 9

<210> 250

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 250

caacagtgga gtagttacce gtacatgtac acg 33

<210> 251

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 251

ggttactcat tcactggeta cacc 24

<210> 252

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 252

attactcctt acaatggtge ttet 24

<210> 253

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 253

gcaagggggeg gttacgacgg gaggggtttt gactac 36

<210> 254

<211> 15

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 254

tcaagtgtaa gttac 15

<210> 255

<211>9
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<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 255

gacacatce 9

<210> 256

<211> 27

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 256

cagcagtgga gtaagcaccc tctcacg 27

<210> 257

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 257

ggaatctecce tcagtagega tgea 24

<210> 258

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 258

attaatggtg gtggtaacac a 21

<210> 259

<211> 60

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 259

gccagaggcea ttcaacatgg tggtggtaat agtgattatt attattacgg catggaccte 60
<210> 260

<211> 18

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 260

cagagcatta gtagtgtc 18

<210> 261

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 261

ctggcatct 9
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<210> 262

<211> 42

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 262

caaaccaatt atggtactag tagtagtaat tatggttteg ct 42

<210> 263

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 263

ggaatttcec tetecteega cgeg 24

<210> 264

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 264

atcaacggcg geggaaacac ¢ 21

<210> 265

<211> 60

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 265

gcgegeggea tecageacgg tggtggaaac agegactact actactatgg gatggatctg 60
<210> 266

<211> 18

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 266

cagtcaatta gcagegtg 18

<210> 267

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 267

ttggectee 9

<210> 268

<211> 42

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
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<400> 268

caaaccaact acggaacctc cagctecaac tacggetttg cc 42
<210> 269

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 269

ggattcteee tcaataacta tgea 24

<210> 270

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 270

attagtactg gtggtctege a 21

<210> 271

<211> 45

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 271

ggcagaaatg gtggtggtag ttatatttic tattattttg acttg 45
<210> 272

<211> 18

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 272

cagagcatta gtagttac 18

<210> 273

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 273

tetgeatee 9

<210> 274

<211> 30

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 274

caaagctatt atgatattgg tactagtact 30

<210> 275

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>
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<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 275

ggcttcteee tgaacaacta cgee 24
<210> 276

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 276

atcagcacag gcggectgge ¢ 21
<210> 277

<211> 45

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 277

gccagaaacg geggaggcte ctacatcette tactactteg acctg 45
<210> 278

<211> 18

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 278

cagtecatct cctectac 18

<210> 279

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 279

tetgeetee 9

<210> 280

<400> 280

000

<210> 281

<400> 281

000

<210> 282

<400> 282

000

<210> 283

<400> 283

000

<210> 284

<400> 284

000

<210> 285

<400> 285

000

<210> 286

<400> 286

000
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<210> 287

<400> 287

000

<210> 288

<400> 288

000

<210> 289

<400> 289

000

<210> 290

<400> 290

000

<210> 291

<400> 291

000

<210> 292

<400> 292

000

<210> 293

<400> 293

000

<210> 294

<400> 294

000

<210> 295

<400> 295

000

<210> 296

<400> 296

000

<210> 297

<400> 297

000

<210> 298

<400> 298

000

<210> 299

<400> 299

000

<210> 300

<211> 30

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 300

cagtectact acgacatcgg cacctccace 30
<210> 301

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 301

ggaatcgacc tcagtageta tgea 24
<210> 302

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald
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<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 302

attaatattg gtggtcgegt a 21

<210> 303

<211> 33

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 303

gccagatatt ataatggtgg tagttatgac atc 33

<210> 304

<211> 18

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetica"
<400> 304

gagagcattt atcgegta 18

<210> 305

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 305

gatacatcc 9

<210> 306

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 306

caaggcggtt attatgetga tagttatggt attget 36

<210> 307

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 307

ggaatcgacc tgtecteeta cget 24

<210> 308

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 308

atcaacatcg gcggeagagt g 21

<210> 309

<211> 33
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<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 309

gcecggtact acaacggegg ctectacgat ate 33

<210> 310

<211> 18

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 310

gagtccatct accgggtg 18

<210> 311

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 311

gacaccagc 9

<210> 312

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 312

cagggcggct actacgecga ctectacgga atcget 36

<210> 313

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 313

ggattcteee tcagtagtta tgea 24

<210> 314

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 314

attagtactg gtggtatcac a 21

<210> 315

<211> 57

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sinteticd"
<400> 315

gccagagggg gatatgetge tagtagtgcet tattatctee cgtactactt tgacttg 57
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<210> 316

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 316

cagagtgttt ataataataa caac 24

<210> 317

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 317

ctggcatce 9

<210> 318

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 318

ctaggtggtt gtgatgatga tgctgatact tttget 36

<210> 319

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 319

ggctteteee tgteetecta cget 24

<210> 320

<211> 21

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 320

atctctaccg geggaattac ¢ 21

<210> 321

<211> 57

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 321

gctagaggeg getacgeege cageteegct tactacctge cetactactt cgacetg 57
<210> 322

<211> 24

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
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<400> 322

cagtcegtgt ataacaacaa caac 24

<210> 323

<211>9

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 323

ctggectee 9

<210> 324

<211> 36

<212> ADN

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /notd="Descrierea secventei artificiale: Oligonucleotida sintetici"
<400> 324

ctgggeggcet gegacgacga cgecgatacc tttget 36

<210> 325

<211> 449

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>

<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 325
Gln val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Glu Lys Pro
1 5 10

Ser Val lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
20 25 30

Thr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly 1Lys Ser Leu Glu
35 40 45

Gly Leu Ile Thr Pro Tyr Asn Gly Ala Ser Ser Tyr Asn Gln
50 55 60

Arg Gly Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser Thr

Met Asp Leu Leu Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr
85 20

Ala Arg Gly Gly Tyr Asp Gly Arg Gly Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Thr Pro vVal Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser
115 120 125

Gly

15

Gly

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Ser

val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

g0

Cys

Gly

Phe
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Pro Leu Ala Pro Ser Ser lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu
130 135 149

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
145 150 155 160

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
165 170 175

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
180 185 190

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro
195 200 205

Ser Asn Thr Lys Val Asp lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys
210 215 220

Thr His Thr Cys Pre Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro
225 230 235 24Q

Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser
245 250 255

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp
260 265 270

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly val Glu Val His Asn
275 280 285

Ala Lys Thr Lys Prc Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val
290 295 300

Val Ser Val Leu Thr vVal Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu
305 310 315 320

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
325 330 335

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln vVal Tyr Thr
340 345 350

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu



10

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Gly

Asp

Trp

His
435

<210> 326

<211> 213

<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursi
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 326
Asp Ile Glu Leu

1

Glu

His

Asp

Gly

65

Asp

Phe

Ser

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Asp

Gly

val

val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Ser

Phe

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

20

Gln

Lys

Asn

Thr

Gly

100

Ile

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

375

Pro Glu Asn

390

Ser Phe Phe

405

Gln Gly Asn

Hisg Tyr Thr

Thr

5

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Phe

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Ser

Cys

Ser

Ser

55

Ser

Cys

val

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
440

251

380

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

395

Tyr Ser Lys Leu Thr Val

410

Phe Ser Cys Ser Val Met

425

430

Lys Ser Leu Ser Leu Ser

445

Pro Ala Ile Met Ser BAla Ser

Ser

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Ala

25

Thr

val

Thr

Gln

Ile

105

Asp

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

20

Lys

Glu

Ser

Pro

Gly

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Lys

Thr

Leu

Val Ser
30

Arg Trp
45

Phe Ser

Val Glu

His Pro

Val Ala

110

Lys Ser

Val

Asp

415

His

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Leu

95

Ala

Gly

Len

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Thr
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Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Ser

130

Gln

Val

Leu

Glu

115

Val

Trp

Thr

Thr

Val
195

Asn Arg Gly

<210> 327
<211> 451

210

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 327

Val

Lys

Glu

Leu

180

Thr

Glu

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Cys

Val

Gln

165

Ser

His

Cys

Leu

Asp

150

Asp

Lys

Gln

Leu

135

Asn

Ser

Ala

Gly

120

Azn

Ala

Lys

Asp

Leu
200

Asn

Leu

Asp

Tyr

185

Ser

252

Phe

Gln

Ser

170

Glu

Ser

Tyr

Ser

155

Thr

Lys

Pro

Pro

140

Gly

Tyr

Hisg

Val

125

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu

Lys Val

13%0

Thr Lys
205

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

1

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ser

Leu

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

Irp

Tyr

Phe

Asn

Gly

5

Ser

Val

Fro

Thr

Ser

Gly

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Ile Lys
30

Leu Glu

45

Ala Asp

&sn Thr

Val Tyr

Tyr Trp

Ala

Gln

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Lys

Glu

160

Ser

Ala

Phe

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln



Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Asp

225

Gly

Ile

Glu

His

Arg

305

Lys

Glu

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

290

Val

Glu

Lys

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Thr

Ser

Arg

Pro

275

Ala

Val

Tyr

Thr

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

His

Val

Thr

260

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile
340

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Thr

Phe

245

Pro

val

Thr

vVal

Cys

325

Ser

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Agp

215

Pro

Phe

val

FPhe

Pro

285

Thr

val

Ala

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Pro

Thr

Asn

280

Arg

Val

Ser

Lys

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Ccys

Pro

Cys

265

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly
345

253

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Pro

Lys

250

val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Ala

235

Pro

val

val

Gln

Gln

315

Ala

Pro

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Pro

Lys

Vval

Asp

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Gly

125

Gly

val

Phe

Val

Val

205

Pro

Glu

Asp

Lsp

Gly

285

Asn

Trp

Pro

Glu

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

130

Asn

Lys

Leu

Thr

val

270

val

Ser

Leu

Ala

Pro
350

Ser

Ala

val

Ala

175

Val

His

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

Gln

Val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Cys

Gly

240

Met

His

val

Tyr

Gly

320

Ile

Val
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Tyr

Leu

Trp

385

Val

Asp

His

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Pro Gly Lys

<210> 328

450

<211> 214

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 328

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

Asp Ile Gln Met

1

Asp

val

Tyr

Ser

€5

Glu

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

vVal

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala
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Pro

val

Gly

Asp

405

Trp

His

Thr

5

Ile

Gln

FPhe

Thr

Thr
85

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

Gln Ser Pro Ser

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

254

Leu

Pro

Asn

Leu

410

val

Gln

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Tys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn Gln
365

Ile Ala

Thr Thr

Lys Leu

Cys Ser

430

Leu Ser
445

Ser Leu Ser Ala Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln
90

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val Asn
30

Lys Leu

45

Arg Phe

Ser Leu

Thr Thr

val

val

Pro

Thr

415

val

Leu

val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro
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Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Thr
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Tyr Ser

His Lys
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Glu Tyr
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Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Gly Ile
85 90 95

Gln His Gly Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Leu
100 105 110

Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120 125

Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Prc Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135 140

Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
145 150 155 160

Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170 175

Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185 190

Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200 205

Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys
210 215 220

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu
225 230 235 240

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 2585

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265 270

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
275 280 285

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
305 310 315 320

aAsn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn Lys$ Ala Leu Pro Ala
325 330 335
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Gly
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Val
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Arg
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Gly
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Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly
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Thr
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Gly
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Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Asn
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val
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Tyr
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Leu

140

Asp
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50

55

60

Ser

95

val

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

15

Ser

Tyr

Ala

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Gly

Asp

Ile

Lys



MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

259

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg His Asn Ser Lys Asn Thr lLeu Tyr Leu
65 70 75 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Gly Ile Gln His Gly Gly Gly Asn Ser Asp Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
100 105 110

Met Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser Ala Ser
115 120 125

Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Prc¢ Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr
130 135 140

Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro
145 150 155 160

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val
165 170 175

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser
180 185 190

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile
195 200 205

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
210 215 220

Glu Prc Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
225 230 235 240

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
245 250 255

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val
260 265 270

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pre Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
275 280 285

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
290 295 300

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu His Gln
305 310 315 320
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Trp
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Leu

Asn

Ser

Arg

425
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Trp
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Asn
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Pro
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Tyr Thr
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Ser
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Glu

Ser

Arg

Gln
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Ser
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Lys

Gly

Asp

Asn
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Leu
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Pro
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Asn
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MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Thr
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Phe

Ala

Gly

Ala

Gln
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Tyr
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Pro

Thr
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Gly
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Leu
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Arg

Leu
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Gly
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Phe
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Trp

Thr

Thr

185
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Gly
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Thr

Thr
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Leu

Thr
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Val
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Leu
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Asp

Asp
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Ser

Gly

Val
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125

Leu

Asn

Ser

Ala
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Leu
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Glu
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Asn

Ala
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Leu
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Gln

Ser
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Asp
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Leu
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Ser Ile Ser Thr Gly Gly leu Ala Phe Tyr Ala Asn Trp Ala Lys Gly
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr Thr Vval Asp Leu Lys Met Thr
65 70 75 80

Ser Leu Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Gly Arg Asn Gly
B5 90 95

Gly Gly Ser Tyr Ile Phe Tyr Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser lLeu Ser Ser Val Val Thr Val Prc Ser Ser
180 185 1590

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255

Thr Pro Glu Val Thr Cys val val val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
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Trp
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Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Asp

Asp

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Leu

Ile

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

130

val

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

1

5

10

Glu

Gly

95

val

Lys

Arg

Asn

Ser

178

Lys

Thr

Gly
15

Cys

80

Thr

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

val

Lys

Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Asn Asn Tyr

20

25

30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile



Gly

Gly

65

Gln

Arg

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

225

Gly

Ile

Glu

Ser

50

Arg

Met

Asn

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

35

Ile

Phe

Asn

Gly

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro
275

Ser

Thr

Ser

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

His

Val

Thr

260

Glu

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Ile

Leu

85

Gly

Vval

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

245

Pro

Val

Gly

Ser

70

Arg

Ser

Thr

Pro

val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Leu

Glu

Lys

Gly

55

Arg

Ala

Tyr

Val

Ser

135

Lys

Leu

Leu

Thr

val

215

Pro

Phe

val

Phe

40

Leu

Asp

Glu

Ile

Ser

120

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn
280

Ala

Asn

Asp

Phe

105

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

265

Trp

265

Phe

Ser

Thr

90

Tyr

Ala

Ser

Phe

Gly

170

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

250

Val

Tyr

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

Ser

Thr

Pro

155

val

Ser

Ile

val

Ala

235

Pro

Val

Val

Ala

60

Asn

val

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

45

Asn

Thr

Tyr

Asp

Lys

125

Gly

Pro

Thr

Val

4Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
285

Trp

Leu

Tyr

Leu

110

Gly

Gly

Val

Phe

Val

190

val

Lys

Leu

Thr

Val

270

Val

Ala

Tyr

Cys

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

175

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

Lys

Leu

80

Ala

Gly

Ser

Ala

val

160

Ala

vVal

His

Cys

Gly

240

Met

His

Val



10

His

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

385

val

Asp

His

Asn

290

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Lys

Glu

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala
435

Pro Gly Lys

450

<210> 336

<211> 215

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 336
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

Lys

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

420

Leu

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Val

Cys

325

Ser

Fro

Val

Gly

Asp

405

Trp

His

5

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

390

Gly

Gln

Asn

Pro

295

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

Gln

His

Arg

Val

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
440

Glu

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

425

Thr

266

Glu

His

Lys

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

410

Val

Gln

10

Gln

Gln

318

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

395

Tyr

Phe

Lys

Tyr

300

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
445

Ser

Leu

Ala

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

430

Ser

Thr

Asn

Pro

335

Gln

val

Val

Pro

Thr

4153

Val

Leu

15

Tyr

Gly

320

Ile

val

Ser

Glu

Pro

400

Val

Met

Ser

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

20

25

30



10

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ser

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

50

Gly

Asp

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Phe

Ser

115

Ala

vVal

Ser

Thr

Cys
195

Ser Phe Asn

210

<210> 337
<211> 444
<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 337
Gln Ser Val Lys Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Thr Pro Gly Thr Pro

1

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

val

Ser

Gln

val

Leu

180

Glu

Arg

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

5

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

vVal

Gln

Ser

His

Cys
215

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Agp

Lys

Gln
200

Gly

Gly

Leu

Gln

val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

267

Lys

Vval

Thr

Ser

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

10

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Leu

Phe

Leu

Ile

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Leu

Ser

Gln

Gly

val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

15

Ile

Gly

Cys

80

Thr

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys
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268

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Ile Asp lLeu Ser Ser Tyr Ala
20 25 30

Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile Gly
35 40 45

Thr Ile Asn Ile Gly Gly Arg Val Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Thr Ser Thr Thr Val Asp Leu Lys Ala Pro
65 70 75 80

Ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Tyr Tyr
85 90 95

Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Thr Val
100 105 110

Ser Leu Ala Ser Thr lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser
115 120 125

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
130 135 140

Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu
145 150 155 160

Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu
165 170 175

Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr
180 185 190

Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val
195 200 205

Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val
245 250 255

Thr Cys Vval val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe
260 265 270



10

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Trp

Glu

290

Leun

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Tyr

275

Glu

His

Llys

Gln

Leu

355

Pro

Asn

Leu

Val

Tyr Thr Gln

<210> 338
<211> 217

435

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"
<400> 338

val

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys
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Asp

Tyr

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Vval

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

Vval

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

val

Tyr

Gly

Ile

val

345

Ser

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

269

His

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

410

His

Pro

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Tys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Pro

Thr

Val

320

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His

Agp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Ala Ser Ala Ser Glu Pro Val Gly

1

5

10

15

Gly Thr val Thr Ile Lys Cys Gln RAla Ser Glu Ser Ile Tyr Arg Val

20

25

30



10

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Tyr

val

Lys

Arg

145

Asgn

Ser

Lys

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Ala

Ser

130

Glu

Ser

Leu

val

Trp

35

Thr

Tyr

Ala

Ile

Ala

115

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr
195

Thr Lys Ser

210

<210> 339

<211> 447

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"
<400> 339

1

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

180

Ala

Phe
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Gln

Thr

Thr

Thr

85

Phe

Ser

Ala

val

Ser

165

Thr

Cys

Asn

5

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Gly

val

Ser

Gln

150

Val

Leu

Glu

Arg

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Phe

Val

135

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
215

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ile

120

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

200

Glu

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

105

Phe

Cys

val

Gln

Ser

185

His

Cys

270

Gln

Ala

Thr

Gly

Glu

Pro

Leu

Asp

Asp

170

Lys

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Gly

val

Pro

Leu

Asn

155

Ser

Ala

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Vval

Ser

Asn

140

Ala

Tys

Asp

Leu

Lys

45

Arg

Gly

Tyr

val

Asp

125

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
205

Leu

Phe

Val

Ala

Lys

110

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

190

Ser

Leu

Lys

Gln

Asp

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

175

Lys

Pro

15

Ile

Gly

Cys

80

Ser

Thr

Leu

Pro

Gly

160

Tyr

His

val

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pre¢ Gly Gly
10
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271

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ser Ala Ser Gly Ile Asp lLeu Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile
35 40 45

Gly Thr Ile Asn Ile Gly Gly Arg Val Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu
65 70 75 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Tyr Tyr Asn Gly Gly Ser Tyr Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
115 120 125

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 190

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His
210 215 220

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Proe Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val
225 230 235 240

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
245 250 255

Pro Glu val Thr Cys val val val Asp val Ser Hig Glu Asp Pro Glu
260 265 270



10

val

Thr

Val

305

Cys

Ser

Pro

Vval

Gly

385

Asp

Trp

Lys

Lys

290

Leun

Lys

Lys

Ser

Lys

370

Gln

Gly

Gln

Phe

275

Pro

Thr

val

Ala

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Gln

His Asn His

435

<210> 340

<211> 217

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 340
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

Asn

Arg

val

Ser

Lys

340

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr
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Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

5

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

390

Leu

Val

Gln

Vval

Gln

295

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

280

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

425

Leu

272

val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

10

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

val

Val

Pro

395

Thr

Val

Leu

val

Tyr

300

Gly

Ile

val

Ser

Glu

380

Pro

val

Met

Ser

Hig Asn
285

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys

Tyr Thr
350

Leu Thr
365

Trp Glu

Val Leu

Asp Lys

His Glu

430

Pro Gly
445

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

15

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

400

Arg

Leu

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Glu Ser Ile Tyr Arg Val

20

25

30
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Leu

Tyr

Ser

65

Asp

Tyr

val

Lys

Arg

145

Asgn

Ser

Lys

Thr

<210> 341

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Gly

Ala

Ser

130

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
210

Trp

35

Thr

Ser

Ala

Ile

Ala

115

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

195

Ser

<211> 452

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 341

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

180

Ala

Phe
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Gln

Thr

Thr

Thr

85

Fhe

Ser

Ala

Val

Ser

165

Thr

Cys

Asn

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Gly

val

Ser

Gln

150

Val

Leu

Glu

Arg

Lys

ala

55

Phe

Tyr

Gly

Phe

Val

135

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
215

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ile

120

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

200

Glu

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

105

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

185

His

Cys

273

Lys

val

Thr

Gly

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

170

Lys

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gly

val

Pro

Leu

Asn

155

Ser

Ala

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Glu

Ser

Asn

140

Ala

Tys

Asp

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Ile

Asp

125

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
205

Leu

Phe

Leu

Ala

Lys

110

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

190

Ser

Leu

Ser

Gln

Asp

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

175

Lys

Pro

Ile

Gly

Cys

80

Ser

Thr

Leu

Pro

Gly

160

Tyr

His

vVal

Gln Ser val Glu Glu Ser Gly Gly Arg Leu Val Lys Pro Asp Glu Ser

1

5

10

15



MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

274

Leu Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Ala
20 25 30

Met Ile Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Ile Gly
35 40 45

Thr Ile Ser Thr Gly Gly Ile Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
50 55 60

Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Asp Leu Lys Ile Thr
65 70 75 80

Ser Pro Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr FPhe Cys Ala Arg Gly Gly
85 90 95

Tyr Ala Ala Ser Ser Ala Tyr Tyr Leu Pro Tyr Tyr Phe Asp Leu Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
115 120 125

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
130 135 140

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
145 150 155 160

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro
165 170 175

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
180 185 190

val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn
195 200 205

Hig Lys Pro Ser Asn Thr lys Val Agsp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
210 215 220

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
225 230 235 240

Gly Gly Pro Ser Val FPhe Leu Phe Pro Pro Lys Prc Lys Asp Thr Leu
245 250 255

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser



10

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

val

Met

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

vVal

Asp

His

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

1ys

Glu
435

Ser Pro Gly

450

<210> 342

<211> 219

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 342
Ala Ala Val Leu Thr Gln Thr Pro Ser Pro Val Ser Ala Ala Val Gly

260

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

420

Ala

Lys
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Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

405

Arg

Leu

val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Trp

His

Lys

Lys

295

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe

280

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

360

Gly

Pro

Ser

Gln

His
440

265

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

345

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

425

Tyr

275

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyr

Asn

FPhe

410

Asn

Thr

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

395

Leu

val

Gln

val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

430

Leu

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Pro

Gln

val

Val

Pro

400

Thr

val

Len



Gly

Asn

Leu

Ser

Gln

Asgp

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Thr

Asn

Ile

50

Gly

Cys

Ala

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

val

Leu

Tyr

Ser

Asp

Asp

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

lys
195

Pro val Thr

<210> 343
<211> 455

210

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 343

Thr

20

Ala

Leu

Gly

Asp

Thr

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

vVal

Lys
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Ile

Trp

Ala

Ser

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Ser

Phe

Ser

Gly

70

Ala

Ala

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Cys

Gln

Thr

85

Thr

Thr

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Gln

Gln

Leu

Gln

Tyr

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Ser

25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

276

10

Ser

Pro

Ser

Thr

Cys

20

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Gln

Gly

Gly

Leu

75

Leu

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Gln

val

60

Thr

Gly

Glu

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Tys

Gln

val

Pro

Pro

Tle

Gly

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Tyr

30

Pro

Ser

Ser

Cys

Val

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

15

Asn

Lys

Arg

Gly

Asp

Val

Asp

Asn

Len

Asp

175

Tyr

Ser

Asn

Leu

Phe

val

Asp

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



Glu

Ser

Ala

Gly

Gly

Gln

Arg

Asp

Lys

Gly

145

Pro

Thr

Val

Asn

Pro
225

val

Leu

Met

Thr

50

Arg

Met

Gly

Leu

Gly

130

Gly

val

Phe

Val

val

210

Lys

Gln

Arg

Ile

35

Ile

Phe

Asn

Gly

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asn

Ser

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Thr

Ser

Tyr

100

Gly

Ser

Ala

val

Ala

180

Val

His

Cys

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

val

Ser

Val

Thr

Ile

Leu

85

Ala

Gln

val

Ala

Ser

165

Val

Fro

Lys

Asp

Glu

Cys

Arg

Gly

Ser

Arg

Ala

Gly

Phe

Leu

150

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
230

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Ser

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Ile

Asp

Glu

Ser

Leu

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

His

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Ala

105

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Thr

277

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ser

Thr

20

Tyr

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Tyr

val

Ser

Lys

155

Leu

Leu

Thr

val

Pro
235

Vval

Ser

Gly

Ala

&0

Asn

Val

Leu

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Gln

Leu

Leu

45

Ser

Thr

Tyr

Pro

Ser

125

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Cys

Pro

Ser

30

Glu

Trp

Leu

Tyr

Tyr

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Lys

Pro

Gly

15

Ser

Trp

Ala

Tyr

Cys

95

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

175

Ser

Ile

Val

Ala

Gly

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Pro
240



Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

385

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

val

val

290

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

val

Val

Pro

Thr

val
435

Leu Ser Leu

450

<210> 344

<211> 219

<212> PRT
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polipeptidd sintetici"

<400> 344

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Ile

340

Val

Ser

Glu

Pro

val

420

Met

Ser

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

405

Asp

His

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

330

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

295

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

375

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
455

Vval

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
440

Phe

Pro

265

val

Thr

Val

Cys

Ser

345

Pro

val

Gly

Asp

Trp

425

His

278

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

410

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

315

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

395

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

300

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

380

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
445

Lys

Val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Leu

Pro

Asn

Leu

val

430

Gln

Pro

255

Val

val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

415

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

400

Ser

Ser

Ser



Asp

Asp

Asn

Leu

Ser

65

Gln

Asp

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Ile

Arg

Asn

Ile

50

Gly

Cys

Ala

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Gln

val

Leu

35

Tyxr

Ser

Glu

Asp

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys
195

Pro val Thr

<210> 345

210

<211> 1350
<212> ADN
<213> Secventd artificiald
<220>
<221> sursa
<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 345

Met

Thr

20

Ala

Leu

Gly

Asp

Thr

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

Thr

Ile

Trp

Ala

Ser

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Ala

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

Gln

Thr

55

Thr

Thr

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Gln

Gln

40

Leu

Aszp

Tyr

Gly

val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Ser

Ser

25

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

279

Ser

10

Ser

Pro

Ser

Thr

Cysg

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gly

Gly

Leu

75

Leu

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Val

60

Thr

Gly

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Ala

val

val

45

Pro

Ile

Gly

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

Tyr

30

Pro

Ser

Ser

Cys

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

val

15

Asn

Lys

Arg

Ser

Asp

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Asn

Leu

Phe

Leu

80

Asp

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser



gaggtccaac
tcctgeteeg
coctggaaaag
gcagacagtg
ctgcaaatgg
gacgatceoog
tccaccaagg
acagcggccce
aactcaggeg
ctctactcece
atctgcaacg
tettgtgaca
tcagtcttcc
gtcacatgeg
gtggacggeg
acgtaccgtyg
tacaagtgcea
gccaaagggce
accaagaace
gtggagtygg
gactcegacyg
caggggaacg

aagagcctet
<210> 346
<211> 654
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tggtggagag
catctggett
gtcttgagtg
tgaagggtag
acagcctgag
cctggttege
gcccatecggt
tgggctgeect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
tcttcceccee
tggtggtgga
tggaggtgea
tggtcagegt
aggtctecaa
agccccgaga
aggtcagecet
agagcaatgg
goetocttett
tettoteatg

ccetgteteoe

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 346

cggtggaggt
caccttcagc
ggttgcaatg
atttgcaata
acccgaagac
ttattggggc
cttcccectg
ggtcaaggac
cggegtgcac
ggtgaccgtg
gcccagcaac
atgceccaceg
aaaacccaayg
cgtgagccac
taatgccaag
ccteacegte
caaageccte
accacaggtg
gacctgectg
gcagceggag
cttatattca
cteegtgaty

cgggaaatga

280
gttgtgcaac
ggctatgggt
attagtagtg
tcgcgagaca
accggggtct
caagggaccec
gcaccctcct
tactteececeg
acctteccegg
ccctccagea
accaaggtgg
tgccecageac
gacacecctca
gaagaccctg
acaaagcege
ctgeaccagg
ceageaccca
tacaccctge
gtcaaaggcet
aacaactaca
aagcteaceg

catgaggcte

ctggccggte
tgtcttgggt
gtggtagtta
acgccaagaa
atttttgtgce
cggtcaccgt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggcac
acaagaaagt
ctgaactecct
tgatctcccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggetgaa
tegagaaaac
cecccatcecy
tetatcceay
agaccacgece
tggacaagag

tgcacaacca

cctgcgectg
gagacaggca
tacctactat
cacattgttc
aagacatggg
cteoctcagee
ctctggggge
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa
ggggggaccyg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacage
tggcaaggag
catctecaaa
ggatgagctg
cgacatagee
teocegtgetyg
caggtggeag

etacacgeag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350



10

gacatccage
atcacctgta
ccaggtaagg
agcagattea
ccagaggaca
ttcggccaag
ttecegeocat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacge

catcagggee
<210> 347

<211> 1350
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgacccagag
gtgtcagctc
ctccaaagec
geggtagegg
tecgeocaccta
ggaccaaggt
ctgatgagea
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctegee

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 347

caggtacaac
tcctgcaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atggacctce
tacgacggga
tcacaccaagg
acagcggccee
aactcaggcg
ctctactcece
atctgcaacg
tcttgtgaca

tcagtettee

tgcagcagtc
cttctggtta
gecttgagtg
tcagggycaa
tecagtctgac
ggggttttga
geccataggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac

tettececec

cccaagecage
aagtataagt
atggatctac
tageggtace
ctactgccaa
ggaaatcaaa
gttgaaatet
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

tgggcectgag
ctcattcact
gattggactt
ggccacatta
atctgaagac
ctactgggga
cttocccctyg
ggtcaaggac
cggcgtgcac
ggtgaccgtyg
gcccagcaac
atgcccaceg

aaaacccaag

281

ctgagcgcca
tccaacaact
ggcacatcca
gactacacct
cagtggagta
cgaactgtgg
ggaactgect
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag

agectteaaca

ctggagaage
ggctacacca
attactcctt
actgtagaca
totgeagtet
tocgggacee
goacecctect
tacttecceg
accttcccgg
cccteccagea
accaaggtgg
tgeecageac

gacaccctca

gcgtgggtga
tgcactggta
acctggette
tcaccateag
gttaccegta
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgecectg

ggggagagtg

ctggcgette
tgaactgggt
acaatggtgce
agtcatccag
atttectgtge
cggtcacegt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gecttgggecac
acaagaaagt
ctgaactect

tgatctceog

cagagtgacc
ccagcagaag
tggtgtgcca
cagectocag
catgtacacg
tgtcttcate
cotgetgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc

ttaa

agtgaagata
gaagcagagc
ttctagetac
cacagcectac
aagggggggt
ctecteagee
ctetggggge
ggtgtegtgg
gtcctcagga
ccagacctac
tgagcccaaa

ggggggaccyg

gacccctgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

654

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

15

gtcacatgeg
gtggacggeg
acgtaccgtg
tacaagtgeca
gccaaaggge
accaagaacc
gtggagtggg
gactccgacg

caggggaacyg

aagagecctet
<210> 348
<211> 642
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tggtggtgga
tggaggtgeca
tggtcagegt
aggtctcocaa
agcecccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctecttett
tettetecatg

cectgteteoc

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

cgtgagecac
taatgecaag
cctcaccgte
caaagcecte
accacaggtg
gacctgecctg
gcagccggag
cctoctacage
ctcegtgatg

cgggaaatga

282

gaagaccctyg
acaaagaaga
ctgcaccagg
ccageecceca
tacacectge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg

catgaggctec

aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tegagaaaac
ccceatecceg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag

tgcacaacca

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 348

gacatcgagce
atgacctgeca
acctoecccca
ttcagtggea
gatgatgcaa
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag

agctegeoceg
<210> 349

<211> 1362
<212> ADN

tcactcagtc tccagcaatc atgtctgecat ctcoccagggga

gtgccagetce
aaagatggat
gtgggtetgg
cttattactg
aaatcaaacg
tgaaatetgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa

tcacaaagag

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

aagtgtaagt
ttatgacaca
aaactcttac
ccagcagtgg
aactgtggct
aactgcctet
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc

cttecaacagg

tacatgcact
tccaaactgg
tetetecacaa
agtaagcacc
gcaccatctg
gttgtgtgece
aacgccctcc
acctacagcc
tacgcectgeg

ggagagtgtt

ggtaccagca
cttotggagt
teageagegt
ctctcacgtt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca

aa

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 349

caactggtac
gtacaacagc
tggcaaggag
catctecaaa
ggatgagctg
cgacatcgecc
teccgtgetg
caggtggcag

ctacacgcag

gaaggtcace
gaagtcaggc
ccecaggtoge
ggaggetgaa
cggatceggg
cccgecatcet
cttectateee
ctcccaggag
cctgacgctg

tcagggecctg

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642



10

cagtcggtgg
tgcaccgtct
gggaaggggc
tgggcgaaag
agtccgacaa
ggtaatagtg
gtctetteag
acctetgggg
acggtgtegt
cagtccteag
acccagacct
gttgagccca
ctggggggac
cggaccactyg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcea
cgggatgage
agcgacatcag
cetecegtge
agcaggtgge

cactacacge
<210> 350
<211> 660
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

aggagtcegy
ctggaatctc
tegaatacat
gecgatteac
ccgaggacac
attattatta
catccaccaa
gcacagegge
ggaactcagg
gactctacta
acatctgcaa
aatcttgtga
cgteagtett
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaceg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
cegtggagtyg
tggactecega
agcaggggaa

agaagagccet

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 350

gggtegecty
cctcagtage
cggaatcatt
catctcecaaa
ggccacctat
ttacggeatg
gggcecatceg
cotgggotge
cgecctgace
cctcageage
cgtgaatcac
caaaactcac
cctettecee
cgtggtggtyg
cgtggaggty
tgtggtcage
caaggtctec
gcagccccoga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggetectte
cegtettetea

cteectgtet

283

gtcacgcctg
gatgcaataa
aatggtggtyg
acctegacea
ttctgtgececa
gacctetggg
gtctteccee
ctggtcaagg
agoeggegtge
gtggtgaceg
aagccecagca
acatgecccac
ccaaaaccca
gacgtgagcee
cataatgcca
gtccteacceg
aacaaagcce
gaaccacagg
ctgacectgee
gggcagecgg
ttettatatt
tgeteegtga

ccegggaaat

ggacacccct
gctgggtcecyg
gtaacacata
cggtggatct
gaggcattca
gcccaggeac
tggcacccte
actacttece
acaccttece
tgacctecag
acaccaaggt
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagacca
agacaaagcce
tcectgeacca
tcoccagecce
tgtacacecct
tggtcaaagg
agaacaacta
caaagctcac
tgcatgagge

ga

gacactcacec
ccaggctcca
ctacgegage
gaaaatcace
acatggtggt
cetggteact
ctccaagage
cgaaccggtg
ggctgtecta
cagettggge
ggacaagaaa
acctgaactc
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gocecccatee
cttctatcee
caagaccacg
cgtggacaag

totgeacaac

gaagtgttga tgacccagac tcecatcectec gtgtctgcag ctgtgggaga cacagtcace

60

120

1380

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

300

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1362

60



10

atcaagtgec
gggcagcacte
cggttcageg
gacgatgctg
tttgettteg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce

gtcaccecate
<210> 351
<211> 1371
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

aggccagtca
ccaagctect
gcagtagatc
ccacttacta
gcggagggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

gagcattagt
gatctatctg
tgggacagag
ctgtcaaace
cgaggtggtc
tgagcagttg
agaggecaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctegecegte

284

agtgtettgt
gcatcocecacte
ttcactctea
aattatggta
gtcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

cctggtatca
tggecatetgg
ccatcagega
ctagtagtag
ctgtggetge
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 351

gaagtccaac

tcatgtgctg
ccocggaaagg
tcectgggeca
caaatgaact
cacggtggtg
cttgtgacecg
tccaagagca
gaaccggtga
gctgtectac
agcttgggea
gacaagaaag
cctgaactcee
atgatetcee
gaggtcaagt

cgggaggagce
gactggctga

atcgagaaaa
cccccatcee
ttctatccca
aagaccacgce
gtggacaaga

ctgeoacaace

tggtggaaag cgggggagga ctggtgcagc cgggeggatc

catcgggaat
ggctggagta
agggecgett
ccectgaggge
gaaacagcga
tgtcgtcage
cetetggggyg
cggtgtegtyg
agtcctcagg
cccagaccta
ttgagcceaa
tggggggacc
ggacccetga
tcaactggta

agtacaacag
atggcaagga

ccatctccaa
gggatgagect
gcgacatcgc
cteccgtget
gcaggtggea

actacacgeca

ttcectetee
catcggtatc
caccatcteg
cgaggacace
ctactactac
atccaccaag
cacageggec
gaactcagge
actctacteoe
catctgcaac
atcttgtgac
gtcagtcttce
ggtcacatge
cgtggacgge

cacgtaccgt
gtacaagtgce

agccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccegac

gcaggggaac

gaagagecte

tccgacgecga
atcaacggeg
cggcataatt
geegtgtact
tatgggatgg
ggcccatcgg
ctgggetgee
gaecoctgacca
ctecageageg
gtgaatcaca
aaaactcaca
ctctteccee
gtggtggtgg
gtggaggtgce

gtggtecageg
aaggtctcca

cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggetoeettet
gtcttetcat

tcecctgtete

ttagctgggt
goggaaacac
ccaagaacac
actgegegeg
atctgtgggg
tctteoceect
tggtcaagga
gceggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
catgcccace
caaaacccaa
acgtgageca
ataatgccaa

tectecacegt
acaaageect

aaccacaggt
tgacctgecct
ggcagcecgga
tettatatte
gctecgtgat

cecgggaaatg

gcagaaacca
ggtecccateg
cctggagtgt
taattatggt
accatctgte
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctce
cgcctgegaa

agagtgttga

cctecggetg
cagacaggcc
ctactacgce
tectgtacttg
cggcatccag
ccagggaact
ggcaccctee
ctactteeccce
cacctteceg
gcoccteocage
caccaaggtg
gtgeccecagea
ggacacccte
cgaagacect
gacaaagccg

cctgcaccag
cccageccce

gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
aaagctcacce
gcatgaggct

a

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960
1020

1080

1140

1200

1260

1320

1371



10

15

<210> 352
<211> 660
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

285

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 352

gacattcaga
atcacgtgec
gggaaagcac
cggtteteeg
gaggacatcg
tttgcctteg
ttcatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce

gtcaccecate
<210> 353

<211> 1347
<212> ADN

tgacccagtc
aggcgtccca
ccaagctget
gatcgggate
ctacttacta
gtggcgggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

cccaageteg
gtcaattagc
gatctacttg
tggtactgat
ttgtcaaacc
caaggtcgaa
tgagcagttyg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctegeoeegte

ctgtcegeet
agcgtgetcet
goctcecacte
ttcaccctea
aactacggaa
atcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

ccgtgggega
cctggtacca
tggacteggyg
ccatetegag
cctecagete
ctgtggctgc
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 353

cogegtgace
acagaagccyg
agtgccttca
ccottcagtge
caactacggce
accatctgte
tgtgtgeoctyg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcegaa

agagtgttga

cagtcggtgg aggagtccgg gggtcgectg gtcacgectg ggacacccct gacactcacce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

60



10

tgcacagtct

gggaaggggc
tgggcaaaaqg
agtctgacaa
attttctatt
accaagggcec
goggecctgg
tcaggegace
tactecctaa
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtetteoctet
acatgcgtgg
gacggcgtagg
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtet

agcocteteoee
<210> 354
<211> 648
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

ctggattctc
tggaatggat
gccgattcac
ccgaggacac
attttgactt
categgtett
gctgecctggt
tgaccageqy
geagegtggt
atcacaagec
ctecacacatg
tecccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtcct
tctccaacaa
cccgagaacc
tcagcctgac
gcaatgggeca
cettettett
teteatgete

tgtecteeegg

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

cctcaataac
cggatccatt
catctccaga
ggccacctat
gtggggccaa
caccctggea
caaggactac
cgtgeoacace
gacegtgeae
cagcaacace
cocacegtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgectggte
gceggagaac
atattcaaag
cgtgatgcat

gaaatga

286

tatgcaatga
agtactggtg
acctcgacca
ttctgtggea
ggcaccecteg
ccctecteca
ttccocegaac
tteceggetg
tacageaget
aaggtggaca
cecageacetyg
acccteatga
gaccctgagg
aagccgcggg
caccaggact
gccccecateg
accctgccee
aaaggcttet
aactacaaga
ctcacegtgg

gaggctetge

gctgggtccy
gtctcgeatt
cggtggatct
gaaatggtgg
tcactgteote
agagcaccte
cggtgacggt
tectacagte
tgggcaceca
agaaagttga
aactcctggy
teteccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagega
ccacgecctee
acaagagcag

acaaccacta

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 354
gcattcgaat

atcaagtgce
gggcagecctc

cggttcaaag

tgacccagac
aggccagtca
ccaagctcct

gcagtggatc

tccatcectece gtggaggcag ctgtgggagg

gagcattagt agttacttat cctggtatca

gatctattct gcatccacte tggcatctgg

tgggacagag tacactctca ccatcagcga

ccaggctcca
ctacgcgaac
gaaaatgacc
tggtagttat
ttcageatee
tgggggcaca
gtcgtggaac
atcaggacte
gacctacate
goccaaatet
gggaccgtca
coctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagece
tgagctgacc
catcgecgtg
cgtgctggac
gtggcagcag

cacgcagaaqg

cacaatcacc
gcagaaacca
ggtctcatcg

cctggagtgt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1347

60

120

180

240



10

15

gocgatgetyg
ggagggaccg
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtyg
acgctgagea

ggcctgaget
<210> 355

<211> 1356
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

ccacttactt
aggtggtcgt
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagea
aagcagacta

cgeeegteac

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

ctgtcaaagc
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagette

287

tattatgata
gtggctgcac
gcctetgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

ttggtactag
catctgtctt
tgtgcctget
ccctccaate
acagcctcoag
cctgegaagt

agtgttga

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 355
gaagtgcage

tcttgtgecg
cctggcaaag
aattgggcca
cagatgaact
ggctectaca
tctgecateca
gggggcacag
tegtggaact
tcaggactet
acctacatet
cccaaatett
ggaccgtcag
cctgaggtcea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaageca
gagctgacca
atecgocgtgg
gtgetggact
tggcagcagg

acgcagaaga
<210> 356
<211> 648
<212> ADN

tggtggaatc
cctecggett
gcctggaatg
agggccggtt
ccctgeggge
tcttectacta
ccaagggeece
cggecetggy
caggegecet
actecoctecag
geaacgtgaa
gtgacaaaac
tettectett
catgcegtggt
acggegtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagec
agaaccaggt
agtgggagag
cogacggete
ggaacgtctt

gocteoteect

<213> Secventd artificiald

tggcggegga
ctocetgaac
gatcggectce
caccatcage
cgaggacacc
cttegaccetyg
atcggtette
ctgoatggte
gaccageggce
cagegtggtg
tcacaagece
tcacacatge
cccoccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagecgtecte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgace
caatgggcag
cttettetta
ctecatgetee

gtoteceoceggg

ctggtgecage
aactacgcca
atcagcacag
cgggacaact
gecegtgtact
tggggecagg
ccoctggeac
aaggactact
gtgcacacct
acegtgoect
agcaacacca
ccaccgtgeo
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtectge
geecteccag
caggtgtaca
tgecctggtea
coggagaaca
tattecaaage
gtgatgecatg

aaatga

ctggeggate
tgtoctgggt
gcggectgge
ccaagaacac
actgtgecag
gcaccctegt
cctectocaa
tcoceccgaace
teccggetgt
ccageagett
aggtggacaa
cagcacctga
ccctecatgat
accctgaggt
agcecgeggga
accaggactg
cceccatega
ccetgeeece
aaggcttcta
actacaagac
tcacegtgga

aggctetgea

tactttcogge
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcec
cagcacccktg

cacccatcag

totgagactg
gcgacaggcec
cttctacgee
cctgtacete
aaacggcgga
gacagtgtca
gagcacctet
ggtgacggty
cctacagtee
gggeaccacag
gaaagttgag
actecctgggg
ctecececggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatgge
gaaaaccatc
atcccgggat
tccecagogac
cacgccteoe
caagagcagg

caaccactac

300

360

420

480

540

600

648

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1356



10

15

<220>
<221> sursid

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

288

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 356
gatattcaga

atcacetgte
ggcaaggcce
agatteteceg
gaggatgceg
ggaggcacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca

ggcctgaget
<210> 357

<211> 1335
<212> ADN

tgacccagtc
aggccteoceoa
ccaagctget
getetggete
ccacctacta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagceca
aagcagacta

cgecegteac

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

cocctecage ctgtcegett ctgtgggega

gtceateteoe
gatctactct
tggeacegac
ctgccagtcoe
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagette

tectacctgt
gacteccacac
tttaccctga
tactacgaca
gtggctgeac
gcctectgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

cctggtatca
tggectecyyg
ccatecagete
teggeaccte
catoetgtett
tgtgecctget
ccctccaatc
acagcctcag
cctgegaagt

agtgttga

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 357
cagtcagtga

tgcacagtct
gggaagggygc

tgggcaaaag

aggagtccgg gggtcgectyg gtcacgeoctg ggacaccect

ctggaatcga cctcagtage tatgcaatgg getggttecg

tggaatacat cggaaccatt aatattggtg gtcgcgtata

gccgattcac catctccaga acctcgacca cggtggatct

cagagtgacc
gcagaagccco
cgtgecectcet
cctecagtge
caccttegge
catctteceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

gacactcacc
ccaggctecca
ttacgcgage

gaaagcgece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

648

60

120

180

240



10

15

agtctgacag
tatgacatct
tcggtcttee
tgcctggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacatgce
ccoccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agegtectca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
tteottettat
tcatgeteeg

tctoceggga
<210> 358
<211> 654
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

ccgaggacac
ggggcccagyg
ccctggceacce
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgeccte
gcaacaccaa
caccgtgecc
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccegtactgea
ccctcccagce
aggtgtacac
geetggteaa
cggagaacaa
attcaaaget
tgatgcatga

aatga

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

ggccacctat
caccctggtc
ctcctccaag
ccccgaaccg
cccggctgte
cagcagcttg
ggtggacaag
agcacctgaa
cctecatgate
ccctgaggte
gccgegggag
ccaggactgyg
ccccatcgag
cctgececcceca
aggcttctat
ctacaagacc
caccgtggac

ggetctgeac

289

ttetgtgecea
accgtctctt
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
aaagttgagc
ctecctggggg
tcceggacce
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggea
aaaaccatct
tcecegggatg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt

aaccactaca

gatattataa
tagcatccac
ggggcacagce
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg
ccaaatcttg
gaccgtecagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tcgecogtgga
tgctggactc
ggcagcaggyg

cgcagaagag

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 358
gatgttgtga

atcaagtgce
gggcagccte
cggttcaaag
gaagatgctg
ttcggeggag
tteccogecat
aacttctate
aactcecagg
accctgacge

catcagggee
<210> 359

<211> 1344
<212> ADN

tgacccagac
aggccagtga
ccaagctcct
gcagtggata
ccacttacta
ggaccgaggt
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgteac
tgagcaaagce

tgagctegee

<213> Secventd artificiald

tccagectce gegtctgaac ctgtgggagg

gagcatttat
gatctatgat
tgggacagag
ctgtcaagge
ggtggtcaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

cgegtattgg
acatcecacte
ttcactctca
ggttattatg
cgaactgtgg
ggaactgcet
tggaaggtgy
agcaaggaca
aaacacaaag

agectteaaca

cctggtatca
tggcatctgg
ccatcagcgg
ctgatagtta
ctgeaccate
ctgttgtgtg
ataacgccct
geacctacag
tectacgectg

ggggagagtg

tggtggtagt
caagggccca
ggcectggge
aggcgccctg
ctccctcage
caacgtgaat
tgacaaaact
cttecctette
atgegtggtyg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgeaaggte
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagage
cgacggctcc
gaacgtctta

cctotocetg

cacagtcacc
gcagaaacca
ggccceatcg
cgtgcagtgt
tggtattgct
tgtctteate
cctgectgaat
ccaatecgggt
cotcageage
cgaagtcacce

ttga

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1335

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

654



10

15

<220>
<221> sursid

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

290

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 359
caggtgcage

tcectgtteeg
cectggcaagg
toctgggeca
cagatgaact
ggcggetect
aagggcccat
geectggget
ggcgeectga
tceccteagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttcctettce
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagocae
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttct

ctetecetgt
<210> 360
<211> 654
<212> ADN

tggtggaatc
ccteccggaat
gectggagta
agggccggtt
cectgeggge
acgatatctg
cggtcottace
gectggtceaa
ccageggegt
gegtggtgac
acaagcccag
acacatgccc
ccccaaaacco
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtcocteac
ccaacaaagce
gagaaccaca
gectgacetyg
atgggcagec

tettecttata

catgctccgt

ctecegggaa

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

tggcggagga ctggtgcage ctggcggctce

cgacctgtcc
catcggcacc
caccatctce
cgaggacace
gggccagggce
cctggeacee
ggactactte
geacacctte
cgtgecctee
caacaccaag
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtectgecac
ceteccagee
ggtgtacacc
cotggtcaaa
ggagaacaac
ttcaaagete
gatgcatgag

atga

tcctacgeta
atcaacatcg
agagacaact
gocegtgtact
acactegtga
tectcocaaga
cocgaacegy
caggetgtece
agcagettgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtea
cegegggagg
caggactgge
ceocategaga
ctgceecccat
ggettetate
tacaagacca

accgtggaca

gctctgcaca

tgggctgggt
gcggcagagt
ccaagaacac
actgegeceg
cegtgtecte
geacctetgg
tgacggtgte
tacagtcete
gcacccagac
aagttgagcc
tcctgggggy
cccggaccce
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatcte
cccgggatga
ccagcgacat
cgectecegt
agagcaggtg

accactacac

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 360

tctgagactg
gcgacaggcet
gtactacgcc
cotgtaccte
gtactacaac
tgcatccace
gggeacageg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gectgaccaag
cgoecgtggag
gctggactce
gcagcagggg

gcagaagagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1344



10

gatatccaga
atcacctgte
ggcaaggeocc
agattctceg
gacgacgccg
ttecggeggag
ttecegeocat
aacttctate
aactcccagg
accctgacge

catcagggee
<210> 361

<211> 1359
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgacccagtc
aggcctecega
ccaagetget
gotctggete
ccacctacta
gcaccaaggt
ctgatgagea
ccagagaggce
agagtgtcac
tgagcaaagc

tgagctegee

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 361
cagteggtgg

tgcacagcct
ggggaggggc
tgggcgaaag
agtccgacaa

agtgcttatt

aggagtccgg
ctggattctc
tggaatggat
goccgattcac
ccgaggacac

atctccegta

ccccteecace
gtccatctac
gatctacgac
tggcaccgag
ttgtcaggge
ggaaatcaaa
gttgaaatet
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

cggtcgectyg
cctcagtagt
cggaaccatt
catctccaaa
ggccacctat

ctactttgac

291
ctgtectgect
cgggtgctgg
accagcacac
tttacecctga
ggctactacg
cgaactgtgg
ggaactgect
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag

agectteaaca

gtaaagcctg
tatgcaatga
agtactggtg
acctcgacca
ttctgtgeca

ttgtggggcece

ctgtgggcga
cctggtatca
tggoctecgg
ccatctccag
ccgactccta
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgeect
gcacctacag
tctacgeetg

ggggagagtg

acgaatcect
tectgggtceg
gtatcacata
cggtggatct

gagggggata

aagggaccct

cagagtgacc
gcagaagcct
cgtgecctet
cctcoccagtge
cggaatcgct
tgtcttcate
cotgetgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc

ttga

gacactcacec
ccaggctceca
ctacgecgage
gaaaatcacc
tgetgetagt

ggtcacegte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

654

60

120

180

240

300

360



10

15

20

tcectcageat
tctgggggca
gtgtcgtgga
teccetecaggac
cagacctaca
gagcccaaat
gggggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctccaaag
gatgagctga
gacatcgceg
ceegtgetygg
aggtggecage

tacacgecaga
<210> 362
<211> 660
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

ccaccaagygd
cagcggecct
actcaggege
tctactecet
tectgecaacgt
cttgtgacaa
cagtcttect
tcacatgegt
tggacggegt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
acteegacygyg

aggggaacgt

agagcctete

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursd

cccatcggte
gggctgcctyg
cctgaccage
cagceagegtyg
gaatcacaag
aactcacaca
cttecececca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagoegte
ggtotcocaac
gccccgagaa
ggtcagectg
gagcaatggyg
ctocttette
cttctcatge

cctgtetece

292

ttcceectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtge
cocagcaaca
tgceccacegt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcacegtec
aaagacctac
ccacaggtgt
acctgcctgg
cagccggaga
ttatatteaa
tcegtgatge

gggaaatga

cacccteccte
acttcceccga
cettecogge
cctecageag
ccaaggtgga
gcccagecace
acaccctecat
aagaccctga
caaagccgeg
tgcaccagga
cagcococdacat
acaccctgee
tcaaaggett
acaactacaa
agetcacegt

atgaggctct

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 362
gecagcegtge

atcagttgec
aaacccgggc
ccatcacggt
cagtgtgacg
tttgettteg
ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccce

gteacecate
<210> 363
<211> 1368
<212> ADN

tgacccagac accatcaccce gtgtectgecag ctgtgggagg

agtccagtea
agcctcccaa
tcageggeag
atgectgceac
gcggagggac
cgccatctga
totatcecag
cccaggagag
tgacgctgag

agggectgag

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

gagtgtttat

gcttctgatc

tggatctggg

ttattactgt
tgaggtggtyg
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctegecegte

aataataaca
tatctggcat
acacagttca
ctaggtggtt
gtcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagcet

acttagcetg
ccactctggc
ctetcaccat
gtgatgatga
ctgtggetge
ctgcctctgt
aggtggataa

aggacagcac

acaaagtcta

tcaacagggy

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 363

caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggeace
caagaaagtt
tgaactcctg
gatctecegg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatceoegg
ctatceccage
gaccacgcct
ggacaagagc

gcacaaccac

cacagtcacc
gtttcagcag
atctggggtc
cageggegtg
tgoctgatact
accatctgte
tgtgtgecctg
cgcectccaa
ctacagccte
cgcctgcgaa

agagtgttga

420

480

540

600

660

720

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1359

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gaagtgcage
tettgtgecg
cctggcaagg
tectgggeca
cagatgaact
gecgecaget
gtgacagtgt
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcoctacagt
ttgggcacce
aagaaagttg
gaacteoctgg
atctecogga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatceeggyg
tatcccageg
accacgccte
gacaagagca

cacaaccact
<210> 364
<211> 660
<212> ADN

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tggtggaatc
cctecggett
gectggaatg
agggeeggtt
ccctgeggge
cegettacta
catctgeate
ctgggggeac
tgtegtggaa
ceteaggact
agacctacat
agcecaaate
ggggacegtc
ceccetgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctecaaage
atgagctgac
acatcgeccegt
ccgtgetgga
ggtggcagea

acacgcagaa

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Polinucleotidi sintetici"

<400> 364

tggcggegga
ctocetgtec
gatcoggeace
caccatetee
cgaggacacc
cetgecctac
caccaagggc
ageggeoctg
ctcaggegec
ctacteeccte
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtectteocte
cacatgegtg
ggacggegty
gtaccgtgtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacgge

ggggaacgtc

gagcectetee

293

ctggtgcage
tectacgeta
atctectaceg
agagacaact
gecegtgtact
tacttegace
ccateggtet
ggctgectgg
ctgaccageg
ageagegtygg
aatcacaagce
actcacacat
ttcceeceaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagegtcece
gtcteecaaca
ccccgagaac
gtcagectga
agcaatgggc
tccttettet
ttctecatget

ctgteteceg

ctggcggate
tgatctgggt
goggaattac
ccaagaacac
attgtgctag
tgtggggecca
teeccectgge
tcaaggacta
gogtgecacac
tgacagtgee
ccagcaacac
gececcacegtg
aacccaagga
tgagccacga
atgecaagac
tcaccgtect
aagccctece
cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tatattcaaa
ccgtgatgca

ggaaatga

tctgagactyg
gocgacaggcec
ctactacgee
cotgtacete
aggcggetac
gggcacecte
acccteetee
cttocccecgaa
ctteccgget
cteocageage
caaggtggac
cccageacct
cacccteatyg
agaccctgag
aaagaocgegyg
gcaccaggac
agecececcate
cacectgeee
caaaggette
caactacaag
gctecacegtg

tgaggectctg

60

120

1380

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1368



10

15

20

25

30

35

gatattcaga
atcacctgtc
aaacceggea
ccctetagat
cagtgcgagg
tttgettttyg
ttcatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce

gtcaccecate
<210> 365
211> 4
<212> PRT

MD/EP 3423105 T2 2021.10.31

tgacccagtc
agtcctceeeca
aggtgcecaa
teteeggete
atgecgecac
gecggaggeac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

ccccteocage
gtccgtgtat
getgetgate
tggetetgge
ctactattge
caaggtggaa
tgagcagttyg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctegeoeegte

294

ctgtcegett
aacaacaaca
tacetggect
accgacttta
ctgggegget
atcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

ctgtgggcga
acctggectg
ccacactgge
cactgaceat
gcgacgacga
ctgtggetge
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagecac
acaaagtcta

tcaacagggg

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 365

Ala His Lys Asp

1

<210> 366
<211> 13
<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 366

Asn Thr Ser Gln Glu Ala His Lys Asp Val Ser Tyr Leu

1

<210> 367
<211> 4
<212> PRT

5

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

10

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetici"

<400> 367

Gly Phe Leu Gly

1

<210> 368
<211> 4
<212> PRT

<213> Secventd artificiald

<220>
<221> sursid

<223> /nota="Descrierea secventei artificiale: Peptida sintetica'

<400> 368

Ala Leu Ala Leu

1

cagagtgacc
gtatcagcag
ctetggegty
cagcteccte
cgocgatace
accatctgte
tgtgtgeoctyg
cgccctccaa
ctacagccete
cgcctgcegaa

agagtgttga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e ZHENG W ET AL: "Macrocyclic ketone analogues of halichondrin B, BIOORGANIC
& MEDICINAL CHEMISTRY LETTERS, PERGAMON, AMSTERDAM, NL, vol. 14,
no. 22, 15 November 2004 (2004-11-15), pages 5551-5554, XP004598592, ISSN: 0960-
894X, DOI: 10.1016/J.BMCL.2004.08.069

e  WO-A2-2014/089335

e SRIDHAR NARAYAN ET AL: "Novel second generation analogs of eribulin. Part II:
Orally available and active against resistant tumors in vivo", BIOORGANIC &
MEDICINAL CHEMISTRY LETTERS, PERGAMON, AMSTERDAM, NL, vol. 21, no.
6, 20 January 2011 (2011-01-20), pages 1634-1638, XP028169543, ISSN: 0960-894X,
DOI: 10.1016/1.BMCL.2011.01.097 [retrieved on 2011-01-25]

e NIKOLAOS DIAMANTIS ET AL: "Antibody-drug conjugates-an emerging class of
cancer treatment”, BRITISH JOURNAL OF CANCER, vol. 114, no. 4, 16 February 2016
(2016-02-16), pages 362-367, XP55371017, GB ISSN: 0007-0920, DOL
10.1038/bjc.2015.435

(57) Revendicari;
1. Conjugat anticorp-medicament cu Formula (I):
Ab-(L-D), @D

in care

(i) Ab este un anticorp alfa al receptorului anti-folat de internalizare sau fragment de legare
la antigen de internalizare al acestuia care cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 2 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 3 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 4 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritdtii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 7 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 8 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.: 9
(LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 13 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 14 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 15 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritdtii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 16 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 17 (LCDR2), si ID. SECV. NR.:
18 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT;

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si

(iv) p este un numdr intreg de la 1 pand la 8.

2. Conjugat anticorp-medicament conform revendicdrii 1, in care anticorpul sau fragmentul
de legare la antigen cuprinde o regiune variabild a lantului greu care cuprinde o secventd de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a lantului usor care cuprinde o
secven{d de aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 24.

3. Conjugat anticorp-medicament conform revendicdrii 1 sau revendicdrii 2, in care p este
un numdr intreg de 1a 3 1a 4.

4. Conjugat anticorp-medicament conform oricéreia dintre revendicdrile 1 pand la 3, in care
anticorpul sau fragmentul de legare la antigen cuprinde un domeniu constant al lantului greu de
IgG1 umana si un domeniu constant al lantului usor kappa de Ig umana.

5. Comporzitie care cuprinde mai multe copii ale conjugatului anticorp-medicament
conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 4, in care p mediu al conjugatilor anticorp-
medicament in compozitie este de la aproximativ 3,2 pand la aproximativ 3,8 sau de la aproximativ
3,6 pand la aproximativ 4.4.
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6. Conjugat anticorp-medicament conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 4 sau
compozitie conform revendicirii 5 pentru utilizare in tratamentul unui cancer care exprimi
receptorul alfa al folatului.

7. Conjugat anticorp-medicament pentru utilizare conform revendicirii 6, unde cancerul
este un cancer gastric, un cancer ovarian seros, un cancer ovarian cu celule clare, un cancer
pulmonar cu celule non-mici, un cancer colorectal, un cancer mamar triplu negativ, un cancer
endometrial, un cancer endometrial seros, un carcinoid pulmonar, sau un osteosarcom.

8. Compozitie farmaceutica ce cuprinde conjugatul anticorp-medicament conform oricireia
dintre revendicdrile 1 pani la 4 sau compozitia conform revendicdrii 5, si un transportor acceptabil
din punct de vedere farmaceutic.

9. Metoda pentru producerea conjugatului anticorp-medicament conform oricireia dintre
revendicdrile 1 pand la 4 sau compozitiei conform revendicdrii 5, care cuprinde punerea in reactie
a unui anticorp sau a unui fragment de legare la antigen cu un linker care poate fi scindat legat la
eribulind 1n conditii care permit conjugare.

10. Metoda pentru a determina dacad un pacient va raspunde la tratamentul cu conjugatul
anticorp-medicament conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 4 sau compozitia conform
revendicdrii 5, cuprinzind furnizarea unei probe biologice de la pacient si punerea in contact a
probei biologice cu conjugatul anticorp-medicament conform oricireia dintre revendicdrile 1 pana
la 4 sau compozitia conform revendicdrii 5.

11. Metoda conform revendicarii 10, in care proba biologici este o biopsic tumorald de la
un cancer gastric, un cancer ovarian seros, un cancer ovarian cu celule clare, un cancer pulmonar
cu celule non-mici, un cancer colorectal, un cancer mamar triplu negativ, un cancer endometrial,
un cancer endometrial seros, un carcinoid pulmonar, sau un osteosarcom.

12. Comporzitie care cuprinde mai multe copii ale unui conjugat anticorp-medicament cu
Formula (I):

Ab-(L-D), @D

in care

(i) Ab este un anticorp alfa al receptorului anti-folat de internalizare sau fragment de legare
la antigen de internalizare al acestuia care cuprinde trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 2 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 3 (HCDR?2), si ID. SECV. NR.: 4 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritdtii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 7 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 8 (LCDR?2), si ID. SECV. NR.: 9
(LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare Kabat; sau trei regiuni de determinare a
complementaritatii ale lantului greu (HCDR-uri) cuprinzand secventele de aminoacizi avand ID.
SECV. NR.: 13 (HCDR1), ID. SECV. NR.: 14 (HCDR2), si ID. SECV. NR.: 15 (HCDR3); si trei
regiuni de determinare a complementaritdtii ale lanfului usor (LCDR-uri) cuprinzand secventele de
aminoacizi avand ID. SECV. NR.: 16 (LCDR1), ID. SECV. NR.: 17 (LCDR2), si ID. SECV. NR.:
18 (LCDR3), asa cum este definit de sistemul de numerotare IMGT;

(i1) D este eribulini;

(iii) L este un linker care poate fi scindat care cuprinde Mal-(PEG),-Val-Cit-pAB; si

(iv) p este numdrul mediu de portiuni indivizibile -L-D per Ab, unde p mediu al
conjugatilor anticorp-medicament in compozitie este de la aproximativ 3,6 pand la aproximativ
4.4.

13. Compozitie conform revendicdrii 12, in care anticorpul sau fragmentul de legare la
antigen cuprinde o regiune variabild a lantului greu care cuprinde o secventd de aminoacizi avand
ID. SECV. NR.: 23, si o regiune variabild a lanfului usor care cuprinde o secventd de aminoacizi
avand ID. SECV. NR.: 24.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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